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Die Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. 


I. vorlaufige Mitteilung: 
Uber die Geschwindigkeiten der Anhydrierung bzw. der Hydratisierung der 
Kohlensiiurekomponenten im Blute. 


Von 
0. M. Henriques. 
(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Es sei die durchschnittliche Lange der Blutkapillaren gleich 0,3 mm 
und die durchschnittliche Geschwindigkeit des Kreislaufes in den 
Kapillaren gleich 0.3 mm in der Sekunde gesetzt (Krogh, Hartridge 
und Roughton); im Laufe etwa 1 Sekunde passiert das Blut somit die 
Lungenkapillaren. Binnen dieser Sekunde mu das Blut O, aus der 
Alveolenluft aufnehmen und CO, dazu abgeben. Die Diffusions- 
geschwindigkeiten von sowohl O, wie CO, sind so grob, daB der Aus- 
wechsel physikalisch méglich ist. Der chemische Umsatz zwischen 
Himoglobin und O, geht nach Hartridge und Roughton so schnell vor 
sich, daB der Sauerstoffwechsel méglich ist. 


Die Geschwindigkeiten der Bindung und Abspaltung des Kohlen- 
dioxyds im Blute sind niemals untersucht worden. 


Faurholt (1925) hat die Geschwindigkeiten der Hydratisierung des 
CO, und der Anhydrisierung der H,CO, und HCO! bei 0 und 18°C 
bei verschiedenen Wasserstoffionenaktivitaten und Ionenstirken ge- 
messen. Bei Reaktionen nahe an dem Neutralpunkt verlaufen beide 
Prozesse langsam. Wird eine annahernd neutrale Léisung mit einer 
kohlendioxydhaltigen Gasphase in Beriihrung gebracht, so wird ver- 
haltnismabig viel Zeit verlaufen, bevor sich das Gleichgewicht einstellt. 


Die Tabellen I und II sind aus Faurholts Zahlen fiir py 7,4 berechnet, 
die Werte entsprechen somit der physiologischen Mittelreaktion. 
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Tabelle I. 


Briqgsche Log.-Sekunden. 





Tempe Umgesetzte Menge von Kohlensdurekomponenten Gleichs 
ratur gewichts- 
& a 99 0), 99.9 konstante 

0 625 Sek 1250 Sek 1875s Sek. 0.0016 
18 79 s 158 , 237 is 0.0126 
(37) (etwa 126 , ) (etwa 25.2 , ) etwa 37,8 , ) (0,079) 


Tabelle II. 





Zeit 


“wc K = 00016 18° ¢ K 0.0126 379 C h 0,079 
Sek 
1 04% 8% 16 % 
2 0,7 % 6% 30 ° 
5 2% 14% 15 % 
10 4 % 25 ( 4 of 
oa 7 oO; 44 oe G7 oo 


Das Gleichgewicht stellt sich nach einer monomolekularen Formel 
ein; die Werte fiir 37°C sind von mir mittels der van ’t Hoffschen 
Gleichung extrapoliert; die Zahlen sind fiir unendliche Verdiinnung 
giiltig; lonenstiirken von 0,1 haben nur geringen EinfluB auf die Ge 
schwindigkeiten. Werden die zu verschiedenen Zeiten umgesetzten 
Mengen vermittelst der angefiihrten Konstanten berechnet, so ergeben 
sich die Zahlen der Tabelle LI. 


Betrachten wir jetzt den CO,-Wechsel in den Lungen. Es sei 
gesetzt: 

Der respiratorische Quotient = 0,85 mit einer O,-Aufnahme = 7 Vol.-°, 
und einer CO,-Abgabe 6 Vol.-°%. 

Der CO,-Gleichgewichtsdruck des Venenblutes = 60 mm Hg. 

Der CO,-Druck der Alveolenluft = 40mm Hg. 

Serumvolumen = 60°, des Blutvolumens. 

Erythrocytenvolumen 40% des Blutvolumens. 

Bohrs Werte fiir ago,, den Absorptionskoeffizient des Kohlendioxyds 
im Serum und Erythrocytenbrei: 


Tabelle III. 





oc 18°C 37°C 
SE ae, eres en Aa 1,66 0,91 0,54 
Erythrocytenbrei. . . . 1,37 0,75 0,45 
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Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. I. 3 


Wahrend der Passage durch die Lungen geht dann das Blut von 
einem C O,-Gleichgewichtsdruck von 60 mm Hg zu einem Gleichgewichts- 
druck von 40 mm Hg, und hierdurch wird ausgewechselt: 


. , (60 — 40) 1.66 
Vom Serum 


760 
OCs , (60 — 40) 1,37 
Von den Erythrocyten: =a 
‘ “i 160 
Vom Blute: 4.37 . 0,60 +- 3.60 .040 
ind 
: : (60 — 40) 0.91 
Vom Serum — 
700 
ha 60 — 40) 0.75 
Von den Erythrocyten: = 
: 160 
Vom Blute: 2.36 .0,60 + 1,95 .0.40 
samt 
Baa al (60 — 40) 0.54 
Vom Serum —— 
700 
37°C f_ (60 — 40) 0.45 
Von den Erythrocyten: 70 
iv 


Vom Blute: 1.42 .0.60 + 1.18 .0.40 


4,37 Vol.-°/, gel. CO,. 


3.60 


i us 


2,36 Vol.-"/, gel. (Oy. 


1.42 Vol.-f/, gel. CO,. 


1,18 


1,30 


Im ganzen soll das Blut 6 Vol.-°,, CO, abgeben; es restiert also 


zum Auswechsel: 


Bei OPC .... 6—4,0 2 Vol.-°%, gebundenes CO, 
mee... « « Ome Ee 3,8 co, 
oo me sw os Oh 4,7 an co, 


Der Umsatz des gebundenen CQ, im Blute wird durch die Erythro-+ 
cyten bewerkstelligt (.Wilroy, Hasselbalch, Joffe und Poulton, van Slyke 
und viele andere). Die gelaufigen Theorien deuten diesen Vorgang 
in der Weise, daBb die Pufferwirkung des Hamoglobins viel gréBer ist 
als die des Serums, sowie daB reduziertes Himoglobin eine gribere 


CO,-Kapazitat besitzt als Oxyhamoglobin. 


Eine zusammenfassende 


Darstellung und Kritik dieser Theorien werden in einer spiateren 
Publikation erscheinen. Da® sich der Umsatz in den Erythrocyten 
und nicht im Serum abspielt, ist indes eine experimentelle Tatsache 


In unserem Beispiel wird somit ausgewechselt: 


Bei 0°C: 2/0,4= 5 Vol.-% gebundenes CO, v. d. Erythrocyten 
» 18°C: 3,8/0,4= 9,5 ai ie oo a 
37°C: 4,7/04= 11,75 ,, e co, 
1* 
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Das Blut passiert wie angegeben die Lungenkapillaren in 
Laufe etwa 1 Sekunde; geht der Auswechsel des gebundenen CO 
durch eine Anhydrisierung von Kohlensaure vor sich, wiirde der Proze! 
sehr viel Zeit fordern. Ein Blick auf Tabelle II zeigt, da®B nur ein ge 
ringer Anteil von der Menge, die umzusetzen ist, in 1 Sekunde ab 
gegeben wiirde: bei O°C 0.4°,,, bei 18°C 2.8°, und bei 37°C 16.6%. d.h 


bei O° C: 0,004. 5 0,02 Vol.-°, 
18°C: 0,028. 9.5 0,27 
37°C: 0,166.11.75 1,95 


| gebundenes ( ‘Os im Laufe einer 
Sekunde von den Erythrocyten 
abgegeben. 


Der CO,-Auswechsel in den Lungen lat sich also nicht durch eine 
einfache Anhydrisierung von der Kohlensdure erkldren. 





Die Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. 


IT. vorlaufige Mitteilung: 
Der experimentelle Nachweis schnell reagierenden, gebundenen C0, im 
Himoglobin. 
Von ° 
0. M. Henriques. 
(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen. 


(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der ersten vorlaufigen Mitteilung wurde gezeigt. dal sich die 
CO,-Abgabe von den Erythrocyten in den Lungen nicht durch eine 
einfache Anhydrisierung der Kohlensaure abspielen kann, weil eine 
solche viel zu langsam verlaufen wiirde. 

Abb. 1 zeigt den Apparat, mit welchem es mir gelungen ist nach. 
zuweisen, da} Hamoglobinlésungen — nicht aber Sera — gegenwartiges 


gebundenes CQO, schnell abgeben, wenn sie plétzlich einem absoluten 
Vakuum ausgesetzt werden. Der Apparat besteht aus zwei (modifi 
zierten) zusammengebauten van Slykeschen Gasanalysatoren (Modell 
1917); das GefaB links (100 cem) ist die fliissigkeitsfreie Analysen- 
kammer; das GefiB rechts (100 ccm) ist die Explosionskammer, in 


welche man plétzlich 2 cem Lésung aus dem groben MeBhahn (rechts) 
einschliipfen laBt. Die Lésung kommt aus dem groben Saturator 
rechts oben, und die 2 cem werden im Hahnstépsel genau abgemessen 
Vor dem Versuch werden beide Kammern mit geschlossenem Kommuni- 
kationshahn evakuiert; dann wird die Lésung eingelassen, der ganze 
Apparat wird regelmabBig geschaukelt, und nach einer gegebenen Anzahl 
Sekunden wird der Kommunikationshahn schnell geéffnet und wieder 
geschlossen. Das CO, im Gase in der Analysenkammer wird (mittels 
NaOH) gemessen. 

Aus einer Reihe von Serumproben — bei CO,-Drucken zwischen 
34 und 71 mm Hg mit CO, gesittigt — wurde im Apparat die Ge- 
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6 
schwindigkeit der CO,-Abgabe bestimmt; bei allen 
wurden Doppelanalysen gemacht. Hier wird nur als Beispicl ein Versuch 


bs 


ae. ms T 





Abb. 1a. Explosionsanalysenapparat. 


Langsschnitt. Querschnitt 


Abb. 1b. MeBhahn des Explosionsanalysenapparats 
wiedergegeben; genauere Beschreibung des Apparats und ausfiihrliche 


Daten aller Versuche werden spater erscheinen. 
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Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. LI. 


Tabelle I. 


40 cem Pferdeserum in 6-Literflasche bei 59 mm CO, bei 18°C gesattigt. 












Vol+°/o COg ausgepumpt Vol.+°/o CO, ausgepumpt 
Sekunden Sekunden - 
Erste Reibe Zweite Reihe 










Erste Keihe Zweite Reihe 














1,5 1.5 80 12.5 11,0 
10 2.0 3,5 120 13.5 16.0 
20 5.0 5.0 600 20.5 23.5 
40 7.5 8.5 











z * 6l & 








Semurden 











Abb. 2. Explosionsanalyse von Serum 
















Aus der Tabelle | und Abb. 2 gehen die Resultate des Versuches 
mit Serum hervor. Nach 10 Minuten ist die Reaktion zu Ende ge- 
kommen (s. die Kurve), d. h. zum Gleichgewicht zwischen dem Kohlen- 
siure-Bicarbonat-CO,-Inhalt der Fliissigkeit und dem CO,-Druck in 
der Explosionskammer; die Analysen zeigen, da dieses Gleichgewicht 
~”»»° 











22 Vol.-°,, CO, vom Serum und 0.44 Vol.-°,, etwa 3.3 mm 








Hg-Druck von CO, im Gase der Explosionskammer entspricht. Auf 
der Abbildung sind als Ordinaten eingetragen: links Volumprozent CO, 
0,22 
und rechts log , wo x = die zur gegebenen Zeit ausgepumpte 
0,22 - , 
Menge CO, ist; die Abszisse gibt die Zeit in Sekunden an. Es geht 
deutlich hervor, dab die Werte sich schén der geraden Linie entlang 
gruppieren. Diese Linie entspricht der Formel eines monomolekularen 








Prozesses: 







Fae estan 
, 10g 
x 





a-— wz 






K ist = 0.0042 gefunden; dieses ist also die Reaktionskonstante fiir 
den Prozels (den  Bicarbonat-Kohlensaure-C O,-U msatz die Aus 
treibung des gelisten CO,) bei den gegebenen Versuchsbedingungen. 
Faurholts Gleichgewichtskonstante ist 0.0126, also dreimal gréBer als 
die hier gefundene. Die mechanische Austreibung bei der angewandten 
Methodik mul deshalb entsprechend langsamer als der chemische 
Prozeb sein; vielleicht spielt die Viskositat der Lésung eine gewisse 














8 O. M. Henriques: 


Rolle; vielleicht ist ein Teil des gelisten CO, an den Proteinpartikeln 
adsorbiert. 

Die Methode eignet sich nicht fiir Auswertung der wirklichen 
Grébe der Konstante; sie gibt aber gute relative Werte, wie aus dem 
folgenden referierten Versuch mit reduzierter Hamoglobinlésung 
hervorgeht. Diese wurde aus derselben Blutprobe wie das Serum 
zubereitet; die in Zuckerlésung gewaschenen Erythrocyten wurden 
mit Saponin himolysiert, und der Detritus wurde abzentrifugiert; die 
Versuchslisung enthielt 24 Gewichtsprozent Hamoglobin. 


Tabelle Il. 


40cem einer 24%igen Pferdehimoglobinlésung in 6-Literflasche bei 
67mm CO, bei 18°C gesiattigt. 














Vol.+°'g CO, ausgepumpt Vol.»°/9 CO, ausgepumpt 
Sekunden Sekunden 
Erste Reihe Zweite Reihe Erste Reihe Zweite Reihe 
5 29.0 28.0 SO 42,0 42.0 
10 29,0 30,0 120 46,0 48.0 
20 32,5 34.0 600 56,0 54,0 
40 38,0 36,0 
a i oe a apse Cop > —p $5 Sve 
ae |e aul gen ————— "Ft in 600Sek 
nee 
40 . 
a 
S 
5 
3 
5 
N 
S 2 Vlogax 
3 ) . 
Ss 
10 
Bs K-0,0088 | m 
a a a a 
Abb. 3. venungen 


Explosionsanalyse einer 24° yigen reduzierten Pferdehamoglobinlésung, 18° C. 


Die 'Tabelle Il und Abb. 3 zeigen auf den ersten Blick einen charak- 
teristischen Unterschied zwischen der Hamoglobinlésung und dem 
Serum. Schon im Verlauf von 5 Sekunden (die kiirzeste MeBzeit, die 
der Apparat gestattet) hat die Lésung etwa 28 Vol.-°,, CO, abgegeben; 
wihrend der folgenden 10 Minuten wurden nur weitere 27 Vol.-°, 
abgegeben, und dieser letzte Teil wurde einem monomolekularen 
Reaktionsverlauf gemiB ausgeschieden mit K = 0,0048 (s. Abb. 3). 
67 . 0,75 . 100 

760 
== 6,6 Vol.-°., physikalisch gelistes CO, ; in die entsprechende Ordinaten- 


Vor der Explosion enthielt die Hiamoglobinlésung 








ikeln 


chen 
dem 
sung 
rum 
rden 
die 


sihe 











Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. IT. q 


héhe unter der Kurve ist eine neue Kurve gezogen, die also das aus 
gewechselte, chemisch-gebundene CQO, darstellen sollte Den Er- 
fahrungen mit dem Serum nach ist es vielleicht wahrscheinlicher, dab 
das ausgewechselte, chemisch gebundene Kohlendioxyd besser durch 
eine Kurve wie die mittlere wiedergegeben wird 

Die Versuche sind mit demselben Erfolg mehrmals reproduziert 
mit verschiedenen Praparaten von Serum und kristallisiertem, dialy- 
siertem Himoglobin Die Versuchsergebnisse werden spiiter  ver- 
Offentlicht. 


Ist die .,.momentane’’ Austreibung dieses Teiles des chemisch 
gebundenen CO, aus Hamoglobinlésungen durch Katalyse verursacht ’ 

Die Form der Kurve spricht dem entgegen; denn man miibte in 
diesem Falle erwarten, daB der ProzeB seinem ganzen Verlauf nach 
bis zum Gleichgewicht katalysiert worden ware, also dab der punktierte, 
senkrechte Teil der Kurve ganz hinaufgegangen ware bis gegen 55 Vol.-° ,,, 
um danach ungefaihr horizontal zu gehen. 

Eine andere Auslegung stimmt besser mit der Kurve tiberein:. 
daB ein Teil des chemisch gebundenen CO, an das Hamoglobin kompler 
gebunden ist, und dab dieser Komplex CO, mit einer Geschwindigkeit 
abgibt, die unendlich groB ist im Verhiltnis zu der Gleichgewichts- 
einstellung zwischen (Bicarbonat-Kohlensaure) und CQ,; diese Hypo- 
these scheint sehr wahrscheinlich, indem andere CO,-Komplexe wie 
Carbamin- und Alkylkohlensiuren sich in dieser Weise verhalten 
(Faurholt). 











Die Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. 


Ill. vorlaufige Mitteilung: 


Der experimentelle Nachweis eines C 0,-Himoglobinkomplexes in Lésungen 
von €0O, und Himoglobin. 


Von 

0. M. Henriques. | 

(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


In der zweiten vorliufigen Mitteilung wurde die Hypothese hervor- 
gehoben, dal} das schnell reagierende CO, in Lésungen von CQ, und 
Haimoglobin komplex an Hamoglobin gebunden ist. Ware es nun 
méglich, in einer Lésung von CO, und Hamoglobin in Gleichgewicht 
die Mengen von Bicarbonation, geléistem CO, und Total-CO, (mit 
Saure ausgetrieben) zu messen, dann kénnte man somit den postulierten 





CO,-Hamoglobinkomplex nachweisen. 

In einer Lésung von CO, und Hamoglobin laBt sich die Bicarbonat- 
ionenaktivitaét elektrometrisch gemaiB Donnans Prinzip messen. 

Donnans Gesetz kann so ausgedriickt werden: Trennt eine fiir 
Salze permeable, fiir Proteine aber impermeable Membran eine reine 
Salzlésung von einer Lisung von Proteinen und Salzen, dann werden 
die Salzionen sich so zwischen AuBen- und Innenfliissigkeiten verteilen, 
da Elektronenneutralitaét in beiden bestehen bleibt; ist das Protein 
isoelektrisch, werden die lonen sich gleichmabig verteilen; ist das 
Protein positiv oder negativ elektrisch geladen, wird eine ungleich- 
mafige Verteilung der Anionen und Kationen der Salze hervorgerufen; 
diese wird durch ein elektrisches Membranpotential, 2, kompensiert, 
das nach Nernsts Formel berechnet werden kann: 


RT. 4/a [Kation Jpanen RT 744 [Anion ’} use 
" F ‘| a [Kation ]\ug n F . | @ [Anion }panen 
voraus 
ioe | @[Katiow Jy, ,6. log | @ [Anion | angen x 
; a [Kation |xus u - a [Anion Jynnen 0.0577 


bei 18°C; n == der Valenz; a2 wird in Volt gemessen. 





igen 


or- 
ind 
un 
sht 
nit 

en 








O. M. Henriques: Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. lit. lil 

Sind a und die Aktivitaét einer lonenart in der AuBenfliissigkeit 
bekannt, dann kann die Aktivitaét derselben Ionenart in der Innen- 
fliissigkeit berechnet werden; ein Donnan-Dialyseapparat kann somit 
als eine Universal-Ionenelektrode fiir Ionenaktivitaéten in Protein- 
lésungen betrachtet werden. 

In den Jahren 1924 bis 1925 habe ich eine ganze Reihe von Wasser- 
stoff-, Bicarbonat- und Chlorionen-Aktivitatsmessungen in Hamoglobin- 
lésungen ausgefiihrt, und es war in dieser Weise, dab ich die CO,- 
Haimoglobin-Komplexbildung entdeckte. 


Technik. 
Die Versuche wurden in einer Serie Dialyseapparaten ausgefihrt ; 
ein Apparat ist in Abb. 1 gezeigt. 
Er besteht aus einem 12cm hohen, 5cm breiten Zylinderglas, 
worin ein grober Korkstépsel mit vier Durchbohrungen gelackt ist: 





(4p | 


$$$ 


Abb. 1 Donnan-Dialyseapparat 


1. fiir das ZufluBrohr zur AuBenfliissigkeit, 2. fiir das ZufluBrobr zur 


Innenfliissigkeit beide mit Gummischlauch und Klemme geschlossen ; 





3. fiir das Heberrohr zur Aubenfliissigkeit und 4. fiir das Heberrohr 


zur Innenfliissigkeit; die beiden letzten sind oben rechtwinklig §ge- 
bogen, mit den Winkelbeinen etwa 60° deviierend ; diese sind mit Gummi- 


schlauch. T-Rohr. Gummischlauch und Klemme versehen;. an den 
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vertikalen Beinen der T-Réhre sind Gummischliuche mit kurz ab- 
geschnittenen Glashihnen montiert; die anderen Beine der Hahne 
sind in kurzen Spitzen ausgezogen; diese werden zur Ableitung bei 
Messung des Membranpotentials gebraucht. Die Dialysemembran ist 
ein etwa 3cm weites Kollodiumrohr, an niedrigen Korkstépseln mit 
Vaseline, Gummiband, Silberdraht und Lack montiert; die Haute 
wurden innerhalb der Glasréhre gegossen. Innen und auben der 
Membranen liegen Glasperlen (nicht in der Abbildung gezeichnet), die 
teils volumenausgleichend, teils umriihrend wirken, wenn der Apparat 
umgedreht wird. 

Abb. 2 gibt schematisch wieder drei Donnan-Apparate A, B und C, 
mit zwei Saturatoren I und I] verbunden; falls A, B und C Innen- 
riume bedeuten, mu man sich die entsprechenden AuBenriume gleich- 
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Abb. 2. Schema der Versuchsanordnung 


zeitig mit zwei anderen Saturatoren verbunden denken; nennen wir 
diese anderen Saturatoren III und IV. Ein SattigungsprozeB wurde 
dann so ausgefiihrt: In die Saturatoren I und II] wurden 200 cem kristal- 
lisierter, dialysierter Himoglobinlésung bzw. 200 ccm Salzlisung ge- 
gossen; mit der Wasserstrahlpumpe wurde die Luft gleichzeitig aus 
sowohl Innen- wie AuBensystem gesaugt, bis das Manometer 40 mm Hg 
zeigte. Aus einem grofen Reservoir wurde sauerstofffreies N, +- CO, 
bis zum Barometerstand- Druck zugeleitet. Jetzt lie} man die Fliissigkeiten 
aus I und III in bzw. II und IV in diinnen Schichten ohne Schaiumen 
flieBen. Der ganze Proze’ wurde einmal wiederholt. Die Sattigung 
war in einer halben Stunde vollendet. Danach wurden die Flissigkeiten 
in Innen- bzw. AuBenriume der Donnan-Apparate gegossen. 
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Eine Versuchsreihe wurde so ausgefiihrt: Die Himoglobinlisungen 
wurden aus dialysiertem, kristallisiertem Pferdehimoglobin hergestellt ; 
es wurden die in Tabelle I angefiihrten Mengen von Salzen zu Innen- 
und Aubenfliissigkeiten gesetzt. 


Tabelle. 


Vor dem Versuch: Innenfliissigkeit 30,5°, Trockenstoff, 30 Millimol NaCl 
und 84 Millimol Na (aus Na,CO,) pro 1000g Wasser. Aufen/liissigkeit 
30 Millimol NaCl und 25 Millimo! NaHCO, pro 1000 g Wasser. 





| a b c d e t g 
Mem-|) Gesattigt ) + 7 
Membran: : PBInnen Total Total 
a Colne potential PH Augen PHtunen (aus b u. __Millimol Millimol 
Nr mm Hg Millivolt (Kolorim.) (H,+Elektr.) c ber.) \ Oz] AuBen (¢ Oslinnen 
l 26 geborsten 
2 18,0 7,64 7,28 7.33 29,9 15.5 
3 — 18,5 7,57 7,19 7,25 18,3 15,5 
4 34 16,0 7.41 7,14 7,13 23,6 22,2 
5 16,0 7,44 7,15 7,16 20,6 18,2 
6 16,5 7,38 7,13 7,10 24,0 23,7 
7 86 undicht 
8 infiziert 
9 11.5 7,12 6,95 6,92 32.5 28,6 
10 312 7.5 6.67 nicht ge- 6,54 59,2 59,1 
11 - impermeabe] messen 
12 undicht 
13-637 4,0 6.25  ebenso 6,18 69,2 81,6 
14 id Ausfallungen 
15 4.0 6,33 “i 6,26 70.5 73.5 


15 Donnan-Dialyseapparate wurden in fiinf Abteilungen von 
drei Stiicken geteilt; an jede Abteilung gehirten zwei Innen- und 
zwei Aubensaturatoren. Jede Abteilung wurde bei dem in der Tabelle 
angegebenen CQO,-Druck gesiittigt. Nach Sattigung und Auffillung 
wurden die betreffenden Hahne geschlossen, die Apparate von den 
Saturatoren und dem Manometer getrennt und bei 18° C 12. bis 
18 Stunden lang hingestellt; Vorversuche hatten bewiesen, dab das 
Gleichgewicht in 2 bis 6 Stunden erreicht wird. 

Danach wurde gemessen: 

1. Das Donnan-Potential zwischen den Hahnenspitzen mittels 
Quadrantelektrometers mit zwei Standard-Chinhydronelektroden und 
KCl-Briicke als Ableitungen. 

2. Puaugen Kolorimetrisch mit Phenolrot oder Bromthymolblan 
als Indikator. 

3. Pittunen Clektrometrisch mit platinierten Wasserstoffelektroden in 
Wasserstoff ~ CO, bei demselben Druck wie in den N, + CO, 
Mischungen; es wurde ein modifiziertes Hasselbalch-Gefa mit drei 





14 O. M. Henriques : 


platimerten Goldelektroden benutzt, das in einer Schiittelmaschin« 


montiert war. Das Potential wurde nach .Vernst fiir herabgesetzten 
Wasserstoffdruck korrigiert. Als Normalpotential gegen eine Standard 
Chinhydronelektrode wurde 0,7041 Volt gewahlt 

4. Total-CO, ,,,,., in van Slyke-Apparat (1917) 

5. Total-CO, 5,0 

6. [Cl], ,5., bei Titrierung nach Austin und van Slyke (1920) 

7. [Cl enon it derselben Weise. 

Die Resultate der Cl’-Messungen werden erst in einer spiteren 


in derselben Weise 


Pubhkation beriicksichtigt. 

GroBes Gewicht wurde auf Vorsicht gegen CO,-Verlust wahrend 
der Probeentnehmungen und Analysen gelegt. Ich habe alle Versuche 
kassiert, wo bei Elektrometrie grifere Abweichungen als 0.5 Millivolt 


zwischen Doppelbestimmungen gefunden wurden. 


Die Berechnungen. 


Konzentrationen und Ionenstiirken sind pro 1000q Wasser ge- 
rechnet. Bei den vorhandenen Ionenstirken mui pKT in der Gleichung 


(H COS] 


Pu pf + log [60,] 














600 [C05] 
Abb. 3. 
Variationen der Bicarbonat- und CO,-Konzentrationen mit Pu- (pkF = 6,05; 6,20; 6,25 u.6,30.) 
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pwischen 6.20 und 6,30 bei 18°C liegen; die viereckigen Klammern 
edeuten wie gewohnlich Konzentrationen, und pXK{ umfabt die 
thermodynamische Gleichgewichtskonstante, pK ,, samt die Korrek- 
tionen fir die Aktivititshemmungen von CO, und Wasserstoff- und 
Bicarbonationen. Die Hilfskurve Abb. 3 gibt graphisch die Variationen 
der Bicarbonat- und CO,-Konzentrationen mit pa wieder 

In der Abb. 4 zeigt die oberste Kurve Millimol Total-[CO,] in 
der AuBenfliissigkeit, gefunden bei Analyse. Mittels Abb. 3 sind hieraus 
berechnet die Konzentrationen von [HCO%],,q.,, mit pAT — 6,20; 
6.25 und 6,30; die drei unteren Kurven in Abb. 4 stellen die Resultate 
dar. Der wahrscheinlichste Wert von pKf,,,,.., ist 6.25; die zwei 
iuBersten Werte geben die maximalen Abweichungen an 





mM 
70 








6,0 65 7,0 
Abb. 4. Die Verteilung der Kohlensiurekomponenten in der Aufenflussigkeit 


Beim Zusammenhalten der Potentialkurve (Abb. 5) und. diesen 
drei Millimol-[HCO%4},,,g..-Kurven sind die drei mittleren Millimol- 
[HCO4 | nen-Kurven in Abb. 6 berechnet; die Verschiebung der py ist 
auch aus der Potentialkurve abgelesen. Beim Umrechnen mit den 
pK} = 6,20 und 6,30 entsprechenden Aktivitatskoeffizienten (f, — 0,55 
und 0,69) sind die oberste und unterste der Millimol-[H CO ],,,,,,.,-Kurven 
berechnet. SchlieBlich ist mittels Abb. 3 und dieser fiinf Millimol- 
[HCO] non-Kurven der Inhalt der Flissigkeit von Total -Millimol-[C QO, | 
(== Millimol [H,COs]};anon + Millimol [gelistem CO,)},,,,.,) berechnet 

Es geht aus der Abb. 6 hervor, daB alle berechneten Millimol- 
Total-[COg},nen-Kurven unter den bei der Analyse gefundenen Werten 
liegen, die bei der obersten Kurve wiedergegeben sind. Die wahr- 
scheinlichste der berechneten Millimol-Total-[CO,},,,,,.,-Kurve ist die 
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7 P ~ — saan > . Sa 7* 7* -Ox. : 
fett. aufgezogene; diese entspricht pXfy,,... PE auten = 6,25; dic 
anderen reprasentieren die gréBbten denkbaren Abweichungen. 
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Abb. 6. Die Verteilung der Kohlensiurekomponenten in der Innenfliissigkeit. 


Das Areal unter den Millimol-[HCO}},,.,..-Kurven entspricht 
dann der Konzentration von Bicarbonat. 
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Das Areal zwischen den Millimol-[HCO,}],,...-Kurven und den 
berechneten Millimol-Total-[CO,},,,..-Kurven entspricht der Kon- 


zentration von geléstem CO, 


Das Areal zwischen den berechneten M illimol-T otal-[CO,] ;,, ,¢,-Karven 
und der bei der Analyse gefundenen Millimol-Total-[CO,] ;,,.,-Kuree 
entspricht der Konzentration von komplex gebundenem CO,,. 


Die wahrscheinlichsten Werte werden von den Kurven fiir pK}, 
p  — 6.25 gegeben. 
Das Vorhandensein des in den Versuchen nachgewiesenen £ xtra- 


uben 


CQ, ist kaum in anderer Weise zu erklaren als durch eine Komplex- 
bildung; naheres Beleuchten des ganzen Problems wird spater folgen, 
hier sei nur das folgende gesagt: 

1. Die Berechnungen der Chloranalysen zeigen, daB auch das 
Chlor teilweise an das Hamoglobin komplex gebunden ist; die Abhangigkeit 
des Komplexbindungsgrades des Chlors von der Wasserstoffionen- 
aktivitat ist aber eine andere als bei dem CO,; es kann sich also nicht 
um eine allgemeine Aktivitatshemmung von Chlor- und Bicarbonat- 
ionen (oder CO,) handeln, sondern es muB eine spezifische ,. Hemmung™ 
sein; gleichzeitig ist der isoelektrische Punkt des Himoglobins von 
pu 6.8 bis etwa 5.5 geriickt (siehe die Potentialkurve Abb. 5), das 
sagt: bei gegebener py ist das Hamoglobin starker elektronegativ in 
der vorhandenen Lésung als in salzfreier Lésung. Es ist am wahr- 
scheinlichsten, anzunehmen, dab diese Elektronegativierung der Himo- 
globinmolekeln durch eine spezifische Komplexbildung der ..ver- 
schwundenen”* Anionen(aktivitaéten) oder Anionenbilder(aktivitaten) 
zustande gekommen ist. 

2. Meiner eigenen Erfahrung nach ist pXf ungefihr 0.2 kleiner 
in Erythrocytenbrei als in Serum; spater ist dieses von verschiedenen 
Seiten bestitigt: von van Slyke, Hastings, Murray und Sendroy (1925) in 
vereinzelten Versuchen und besonders von Stadie und Hawes (1928) 
Eine ausfiihrliche Diskussion von Stadie und Hawes ausgezeichneten 
Versuchen und eine Kritik von ihren Konklusionen werden in einer 
spaiteren Publikation erscheinen. 

3. Eine Komplexbildung stimmt mit den in der zweiten vorlaufigen 
Mitteilung referierten Geschwindigkeitsversuchen am besten tiberein 

Ich schlage den Namen Carbhdmoglobin fiir diesen C O,-Hamoglobin- 
komplex vor. 
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Die Bindungsweise des Kohlendioxyds im Blute. 


Von 
0. M. Henriques. 


IV. vorlaiufige Mitteilung: 


Das C O,-Bindungsvermégen von reduziertem und Oxyhimoglobin. 
(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Um das CO,-Bindungsvermégen von reduziertem und Oxyhamo- 
globin bei variierten CO,-Drucken klarzulegen, wurden einige Ge- 
schwindigkeitsversuche angestellt; nur ein Versuch wird hier referiert. 

In zehn 6-Liter-Saturatoren wurden je 10 ccm einer 21 °,igen- 
dialysierten Pferdehimoglobinlisung abpipettiert; die Lésung war 
vorher 1, Stunde lang in vacuo bei 37°C gekocht. In den fiinf 
Flaschen wurde die Luft mit sauerstofffreiem N, ersetzt. Vermittelst 
Vakuumpumpe und CO,-Bombe wurden danach wechselnde Mengen 
von N, bzw. atmospharischer Luft mit den in der Tabelle genannten 
Mengen von CQ, ersetzt. Die Totaldrucke in simtlichen Flaschen 
waren schlieBlich gleich dem Barometerstand; die CO,-Drucke wurden 
in 100-ccm-Gasbiiretten nach den Versuchen gemessen. 

Die Hamoglobinproben wurden in dem Explosionsapparat bei 
Doppelbestimmungen analysiert (s. zweite vorliufige Mitteilung); die 
Evakuierungszeit war 5 Sekunden; von den so gefundenen Analysen- 
werten sind 1,5 Vol.-°,, abgezogen, um zu den Werten bei ,, Null Sekunden** 
von den Werten bei 5 Sekunden zu extrapolieren (s. Abb. 3 der zweiten 
vorlaufigen Mitteilung). Ferner wurde in demselben Apparat eine 
Probe von 2ccem jeder Hamoglobinlésung fiir Total-COQ, analysiert 
bei Zusatz von 2 ccm kohlensaéurefreier Milchsaure durch den Tassehahn 
auf der Explosionskammer. 

Die Tabelle zeigt die Analysenresultate. 
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Tabelle. 


21°, ige Hamoglobinlésung, 18° C. 








co. 5Sek.. ~OsSek.*+ Totals co. 5Sek. -0-Sek.*« Total. 
. Anal Anal CO, : Anal. Anal CO, 
mm Vol. Vol. lo Vol.e® » mm Vol.+ ‘ Vol. ) Vol. 
26 11,5 10,9 48.0 64 28,5 27,0 64,0 
| -- 9.0 7,5 -- 90 31,0 29.5 71,5 
Reduziert 37 16,0 14.5 52.0 -- 34,0 32.5 
18,0 16,5 106 34.5 33.0 73.0 
| 64 28.5 27.9 64.0 — 33.5 32.0 
22 3,0 O05 43.0 58 17.5 16,0 59,0 
4.5 3.0 - 83 28.5 27.0 63.0 
Oxydiert 41 10,0 8.5 49,0 27,0 25,5 
| 8.5 7.0 9 | 3150 890 71S 
58 15.5 14.9 59.0 86.5 35.0 


In Abb. 1 geben die zwei oberen Kurven den Total-C O,-Gehalt 
der reduzierten und oxydierten Haimoglobinlésungen bei verschiedenen 
CO,-Drucken wieder; die zwei unteren Kurven repriisentieren die 
entsprechenden ,,0-Sekunde**-Analysen, also den Inhalt von komplex 
gelistem CQO,; die Gerade unten zeigt das geliste 
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Explosionsanalysen und Total«C O.sAnalysen einer 21°/,igen Hamoglobinlésung. 18°C. 


Wird geliéstes CO, von den Ordinatenwerten der ,,0-Sekunden*- 
Kurven abgezogen, so ergeben sich die Komplexbindungskurven der 
Abb. 2. 
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Es wird beobachtet, dab sie von derselben Form wie die Sauerstoff - 
bindungskurven des Hamoglobins sind. 


Ich habe versucht, Hills Formel 


y —_— 
100 
an den Kurven anzuwenden (y¥ Prozent Komplexbindung, K kon- 
stante, 2 = Millimeter CO,, n Anzahl Hamoglobinmolekeln pro 
., Aggregat’’); es gelang nicht. Dies mag davon herriihren, dab die Formel 
nicht zu dem Prozeb pabt; die Ursache mag aber auch sein, daB die 
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rr 
Abb. 2. ws 
Der Inhalt von komplex gebundenem CO, und Bicarbonat in einer 21°), igen Hamoglobinlésung. 
18° C. 


Methode unrichtige Analysenwerte gibt. Die Versuchsanordnung ist 
ja keineswegs ideal, hat aber den Vorteil, dab die bei reduziertem 
Hamoglobin gefundenen Werte Minimumwerte sind.  Beziiglich der 
Analysen der Oxyhimoglobinlésungen muB indessen gesagt werden, 
daB auch ein Teil des Sauerstoffs wihrend der .,Explosion’ ausgetrieben 
wird; dieses fiihrt mit sich, dab die Zahlen vielleicht ein wenig zu hohe 
sind, daB also der Unterschied zwischen dem CQO,-Bindungsvermégen 
von reduziertem und oxydiertem Hamoglobin noch gréBer sein kann. 
Ich bin aber davon iiberzeugt, da’ der Typus der Kurven von 
0 bis 60 mm CO, richtig ist; bei héheren Drucken sind die gefundenen 
Werte vielleicht zu niedrig, so da®B die Kurven gleichférmig, ein wenig 
aufwiirts gehend anstatt horizontal, enden sollten. Zukiinftige bessere 
Methoden miissen entscheiden, ob dies der Fall ist. Es ist doch erlaubt 
anzunehmen, dali die Methode ganz gute, relative Werte gibt; dieses 
deutet der ausgepragte Unterschied zwischen den Kurven fiir reduziertes 
und oxydiertes Hamoglobin an. 


Bei demselben CO,-Druck bindet reduziertes Hamoglobin viel mehr 
CO, komplex als Oxyhdmoglobin bis zu Drucken von etwa 100 mm Hg; 
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bei héheren Drucken scheinen die zwei Stoffe ungefahr gleich viel zu 
binden. Dieses Verhalten entspricht ganz der Wirkung des CQO, auf 
die Sauerstoffaufnah me. 

Beim Abziehen der ,,0-Sekunden-Kurvenordinaten von denen 
der Total-CO,-Kurven ergeben sich die Bicarbonatkurveaetiws Abb. 2 
Sie zeigen das scheinbar paradoxe Verhalten, daB der Gehalt von Bi 
carbonat in Hamoglobinlésungen mit steigenden CO,-Drucken innerhal) 
gewisser Druckgebiete sinkt: beim reduzierten Himoglobin von 30 bis 
60 mm Hg und beim Oxyhamoglobin von 40 bis 90 mm Hg: bei Drucken 
unter 30 bzw. 40 mm steigt der Bicarbonatgehalt ,,normalerweise™ 
bei héheren Drucken als 60 bzw. 90 mm scheint dieses auch gemab 
des Versuches der Fall zu sein; vielleicht sind aber die bei hoheren 
Drucken gefundenen Komplexbindungswerte zu niedrig (s. oben), 
und in dem Falle wird der Bicarbonatgehalt bis zu noch hoheren 
CO,-Drucken sinken. 

Ich nenne dieses Verhalten scheinbar paradox; die Erliuterung 
liegt aber auf der Hand: In der dritten vorlaufigen Mitteilung wurde nach- 
gewiesen, dab die Komplexbindung des CO, eine Elektronegativierung 
der Hamoglobinmolekeln verursacht, d. h.: mit steigendem CO,-Druck 
verschwindet ein Teil des Bicarbonats als komplex gebundenes CO,, 
und gleichzeitig werden die Hamoglobinmolekeln mit mehreren negativen 
Ladungen ausgestattet anstatt mit positiven, wie es mit der steigenden 
Wasserstoffionenkonzentration zu erwarten war, falls keine Komplex- 
bindung stattgefunden hatte; in einer anderen Weise ausgesprochen: 
das Hamoglobin wird eine stirkere Saure. 

Eine nahere Erérterung der physikalisch-chemischen Kon- 
sequenzen wird in einer spateren Publikation folgen. 
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V. vorlaufige Mitteilung: 
Einige physiologische Betrachtungen tiber das Carbhimoglobinproblem. 


Von 


0. M. Henriques. 
(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist in einer vorhergehenden Mitteilung gezeigt, daB das Carb- 
haimoglobin CO, mit groBer Geschwindigkeit abgeben kann. Es ist 
mir noch nicht gelungen, einen Apparat zu konstruieren, mit dem sich 
quantitativ demonstrieren la8t. dab Hiamoglobin CO, mit grober 
Geschwindigkeit aufnehmen kann. Qualitativ kann man bei Ver- 
suchen in einem gewohnlichen Saturator zeigen, daB eine Hamoglobin- 
lésung schnell verhaltnismabig mehr CO, als Serum aufnimmt; genauere 
Zahlen habe ich nicht erreicht. Im folgenden wird vorausgesetzt, daB 
das Hamoglobin schnell CO, aus den Geweben aufnehmen kann. 

In Abb. 1 stellen die gestrichelten Kurven die Komplexbindungs- 
und Bicarbonatkurven aus Abb.2 der vierten vorliufigen Mitteilung 
dar. Die Kurven gelten fiir total reduziertes und total oxydiertes 
Hamoglobin. Unter physiologischen Verhaltnissen ist das Venenblut 
etwa 54°, und das Arterienblut etwa 92°, mit O, gesattigt. Die voll 
ausgezogenen Kurven geben dieses wieder. Wahrend der Passage 
durch die Lungen geht das Blut von der niedrigen auf die héhere Oxy- 
dationsstufe, somit von einem CO,-Gleichgewichtsdruck von 60 mm Hg 
auf einen von 40 mm Hg. Dieses ist durch die fett ausgezogene, schrage 
Verbindungslinie zwischen den Komplexbindungskurven ausgedriickt; 
dieser entlang geht der schnelle CO,-Wechsel vor sich. Es wird be- 
obachtet, daB etwa 10 Vol.-°,, CQ, in dieser Weise durch eine 21 °,ige 
Haimoglobinlésung umgesetzt werden kann. Dieses geniigt vollig 
physiologischen Anspriichen. 

Im Kreislauf wird das physikalisch geléste CO, gleichzeitig mit 
dem komplex gebundenen ausgewechselt. 
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Wie verhalt sich aber das Bicarbonatsystem wihrend der inneren 
Respiration / 

Kommt es tiberhaupt jemals in Gleichgewicht mit dem physikalisch 
gelisten CO, wahrend des Kreislaufes des Blutes von Geweben an 
Lungen und von Lungen an Geweben ’ 

Aus den Bicarbonatkurven der Abb. 1 ist dab bei 
i) mm CO, und 54°, Oxydierung / Vol.-°., weniger Bicarbonat-CO, 
in der Hamoglobinlésung ist als bei 40 mm CO, und 92°, Oxydierung. 


ersichtlich, 
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Abb. 1. 
Der Inhalt von komplex gebundenem C Oy, und Bicarbonat in einer 21°/yigen Hamoglobinlésung 
bei totaler Oxydation und Reduktion samt physiologischen Oxydationsgraden (in arteriellem und 
venosem Zustande). 


Wie wird der Ablauf bzw. die Deckung fiir diese Uber-Unterbilanz 
im zirkulierenden Blute geschaffen / 

Seit vorigem Jahrhundert hat man gewubt, dai Bicarbonat(ionen) 
aus den Erythrocyten zum Serum bei steigenden CO,-Drucken (Zuntz, 
1867) und gleichzeitig Chlor(ionen) aus dem Serum in die Erythrocyten 
(Nasse, 1874) passieren; die umgekehrten Prozesse finden bei Ver- 
kleinerung des CO,-Druckes statt. 

Die Bicarbonat- und Chlorauswechslung 
angegeben (Fridericia, 1920 und viele spiiter). 
nach stimmen die Literaturangaben iiber den Bicarbonat- und Chlor- 
transport bei variierten CO,-Drucken gut mit der von mir nach- 
gewiesenen Uber-Unterbilanz von Bicarbonat in Hamoglobinliésungen 
iiberein; mehr ist kaum zu verlangen hinsichtlich der Unterschiede der 


wird als Aquivalent 


Der GréBenordnung 


Versuchsbedingungen. 

Die Frage ist die, ob die Diffusion von Bicarbonat- 
ionen so schnell ist, daB sie sich abspielen kann, bevor die Hydratisierung 
von CO, und die Anhydrisierung von Kohlensiure in nennenswertem 


und Chlor- 
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Grade stattfindet. Und dieses muB der Fall sein, da man tatsiichlich 
in vendsem Blute den UberschuB, und in arteriellem Blute die Unter 
bilanz des Bicarbonats im Serum findet im Verhaltnis zu den Bicarbonat 
mengen, die gefunden werden, wenn isoliertes Serum bei denselben 
(O,-Drucken gesittigt wird. Es sell hier daran erinnert sein, dab 
Ege (1922) nachgewiesen hat, dab Bicarbonat- und Chlorionen vie! 
schneller als andere Anionen in die Erythrocyten diffundieren, z. B 
etwa 30mal schneller als Sulfationen. 

Waren die Diffusionsgeschwindigkeiten der Ionen nicht so gro 
so wiirde es bedeuten, da wahrend des Kreislaufes 

1. in den Arterien eine standige Kohlensiureanhydrisierung im 
Serum und CO,-Hydratisierung in den Erythrocyten, sowie 

2. in den Venen eine stindige CO,-Hydratisierung im Serum und 
Kohlensaureanhydrisierung in den Erythrocyten stattfindet. 

Dieses ist nicht wahrscheinlich. 

Denn man kann sich kaum denken, daB der Bicarbonat- und 
Chlorauswechsel aquivalieren kénnte, falls die Bicarbonatmenge sich 
bestindig anderte, wahrend die Chlormenge stationar war. 

Es mub daher berechtigt sein, die Konklusion zu ziehen: 

Im Blute geht der Auswechsel des chemisch gebundenen CO, aus- 
schlieBlich mittels des Carbhiimoglobins vor sich; das Bicarbonat (HCO)) 
und die Kohlenséure (H,CO,) spielen dieselbe untergeordnete Rolle fiir 
die Respiration wie die Chlorionen. 

Die von mir nachgewiesene, mit dem CQO,-Druck variierende 
Komplexbindung von sowohl CO, als Chlorionen an dem Hamoglobin 
gibt — soweit ich sehen kann die erste plausible Erklarung der 
Bicarbonat- und Chlorwanderung zwischen Erythrocyten und Serum. 
In einer spateren Publikation werden weitere Erérterungen dieser 
und der bisherigen Theorien folgen. 
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Uber das Vorkommen yon Lipase in polymorphkernigen 
Leucocyten. 


Von 


Walter Fleischmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Die Frage, ob die polymorphkernigen Leucocyten ebenso wie die 
Lymphocyten ein fettspaltendes Ferment enthalten, erscheint trotz 
zahlreicher Untersuchungen nicht geklart. Ohne an dieser Stelle die 
umfangreiche Literatur iiber dieses Thema! anfiihren zu kénnen, sei 
vor allem auf die Untersuchungen von Nees? verwiesen; der sowohl 
bei lyvmphocytenhaltigem als auch bei leucocytenhaltigem Eiter Fett- 
spaltungsvermégen nachwies. Seine Methode bestand darin, dab er 
einige Tropfen Eiter auf Wachsplatten bei Korpertemperatur ein- 
wirken lieB und Dellenbildung als Ausdruck einer Fettspaltung ansah. 
Bienenwachs schien das beste Material fiir die Versuche zu sein. Bergel® 
trat den Anschauungen von Nees entgegen, indem er einwendete, daf 
in den Versuchen mit Staphylokokken- oder Streptokokkeneiter, der 
nur polymorphkernige Leucocyten enthielt, die Lipase nicht von den 
Leucocyten, sondern von den stark lipolytischen Hamolysinen, die die 
Kokken produzieren, herriihrt. Die fettspaltende Kraft dieser Hamo- 
lysine war ja nach den Untersuchungen von Newberg und Reicher* 
bekannt. In eigenen Versuchen mit gewaschenen Leucocyten aus 
sterilen Exsudaten, die durch Injektion von Aleuronat in die Bauch- 
héhle gewonnen wurden und zum iiberwiegenden Teile polymorph- 
kernige Leucocyten enthielten, vermibte Bergel mit derselben Methode 
jede Dellenbildung. Hingegen fand er bei Versuchen mit vorwiegend 
lymphocytiren Exsudaten reichliche Dellenbildung. Nach Bergels 


1 Literaturiibersicht bei W. Fleischmann, Ergebn. d. Physiol. 27, 1, 
1928. 

2 F. Nees, diese Zeitschr. 124, 156, 1921. 
S. Bergel, ebendaselbst 130, 533, 1922. 


3 
* C. Neuberg und K. Reicher, Miinch. med. Wochenschr. 1907, 5. 1725. 
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Ansicht kommt also nur den Lymphocyten, nicht aber den polymorph 
kernigen Leucocyten ein fettspaltendes Vermégen zu, eine Ansicht 
die Bergel' auch neuerdings gelegentlich einer polemischen Aus 
einandersetzung mit Wallbach® sehr entschieden vertritt: .,Die poly 
morphkernigen Leucocyten, von denen wir wissen, daB sie kein fett 
spaltendes Ferment besitzen . . .*° 

Es erschien wiinschenswert, diese strittige Frage dadurch zu 
kliiren, daB polymorphkernige Leucocyten aus sterilen Peritoneal 
exsudaten mittels einer empfindlichen quantitativen Methodik auf ihr 
fettspaltendes Vermégen untersucht wurden. Die manometrische 
Methode von Rona und Lasnitzki* gestattet ja die Messung auch 
kleinster Lipasemengen im iiberlebenden Gewebe. 

Die Leucocyten wurden nach Hamburger* durch Injektion von 
steriler Kochsalzlisung in die Bauchhéhle des Kaninchens gewonnen, 
in derselben Weise wie zu den Versuchen iiber Phagocytose®. Das 
Exsudat wurde in einer Ringerlésung aufgefangen, die etwas Novirudin 
zwecks Hemmung der Gerinnung enthielt. Die Leucocyten wurden 
sodann scharf zentrifugiert, mit Ringerlésung zweimal gewaschen 
sodann in Ringerlésung suspendiert, die 0,2 °,, NaHCO, enthielt, und in 
das Atmungstrégchen des Warburgschen Apparates gebracht. 

Das Prinzip der Lipasebestimmung nach Rona besteht darin, daB die 
bei der Verseifung von Tributyrin gebildete Buttersiure dadurch gemessen 
wird, daB man das Volumen einer durch die Butterséure aus einer Bicarbonat- 
lésung ausgetriebenen Aaquivalenten Menge CO, manometrisch bestimmt. 
Diese Methode ist in Anlehnung an die Warburgsche Methode der Messung 
der Glykolyse ausgearbeitet und gestattet die Bestimmung auch kleinster 
Fermentmengen in Geweben oder Fliissigkeiten. Bei der Untersuchung 
von Gewebsschnitten kamen Rona und Lasnitzki zu dem Ergebnis, dab 
die manometrische Methode gich zwar ausgezeichnet fiir Lipasebestimmungen 
im Serum oder in Gewebsextrakten eignet, jedoch fiir die Untersuchung 
von Gewebsschnitten weniger zu empfehlen sei, da die SpaltungsgréBen 
zweier aus der gleichen Region eines Organs hergeste!lter Schnitte oft 
erhebliche Differenzen zeigen, was darauf zuriickzufiihren sei, daB neben 
dem Schnittgewicht auch die Oberfliche zur GréBe der Spaltung in Be- 
ziehung steht. Zu diesem Ergebnis kamen Rona und Lasnitzki auf Grund 
zahlreicher Versuche iiber das Verhalten der SpaltungsgréBe bei verander- 
licher Schnittdicke. Bei unseren Versuchen fiel dieser Nachteil fort, da 
ja das Verhaltnis Oberfliche : Gewebsgewicht bei Verwendung von Leuco 
cyten ein konstantes ist. Es zeigt sich also, daB die Leucocyten einen 
besonders giinstigen Fall fiir Untersuchungen von Lipase im tiberlebenden 
Gewebe darstellen. 


1 S. Bergel, Virchows Arch. 266, 820, 1927. 
2 G. Wallbach, ebendaselbst 262, 61, 1927; 267, 269, 1928. 


3 PP, Rona und A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924; 173, 207, 
1926; P. Rona, Fermentmethoden 1, 106. Berlin 1926. 
* H. 1. Hamburger, Abderhaldens Arbeitsmethod. 4, 4, 3. 


5 W. Fleischmann, Pfliigers Arch. 210, 612, 1925. 
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Vorkommen von Lipase in Leucocyten. 24 


Die Vorschrift Ronas wurde genau befolgt, mit der einen Ausnahme, 
aB in den Gasraum nicht 5°, CO, in N,, sondern 5°, CQ, in Luft ein- 
vefiillt wurden. Die dreimal scharf zentrifugierten Zellen waren ja nach 
nseren Erfahrungen in ihrer Atmung so schwer geschadigt, daB sie keinen 
meBbaren Sauerstoffverbrauch zeigten. Die Berechnung geschah in der 
Weise, daB durch Division des Wertes fiir die frei gewordene Kohlenséiure 
urch 22,4 die gebildete Buttersdiure in Mikromolen! ermittelt wurde; 
a das Molekulargewicht der Butterséure 100 ist, so entspricht der zehnte 
leil dieses Wertes der Buttersiuremenge in Milligrammen. Das Gewicht 
der Leucocyten wurde in derselben Weise wie bei den Versuchen iiber 
\tmung und Glykolyse? durch Zentrifugieren eines aliquoten Teiles der 
Suspension in einem graduierten Réhrehen bestimmt, wobei das Verhiltnis 
Frischgewicht : Trockengewicht mit 4:1, das spezifische Gewicht der 
Leucocyten mit 1 angenommen wurde. 

Die Versuche ergaben iibereinstimmend, dab die gewaschenen, 
sterilen Exsudatleucocyten imstande sind, Tributyrin zu_ spalten. 
Das folgende Versuchsprotokoll mége als Beispiel gelten. 


Protokoll vom 24. Juni. Kaninchen-Exsudatleucocyten, 95°, poly- 
morphkernige, 5°, mononucleire; Trockensubstanz 2mg; in 3cem 
Ringer vom Bicarbonatgehalt 2,5. 107? Mole/Liter suspendiert. 0,3 cem 


1° ige Emulsion von Tributyrin (Kahlbaum) in Ringer. Temperatur 37,5°. 





Gasraum 5°, CO, in Luft. GefaBkonstante keo, 1,7. 
Zeit Druckanderung CO, Gebildete Buttersaure 
Minuten mm cmm Mikromole 
30 70,0 119.0 5,3 
30 61,0 103,7 47 


Gebildete Butterséure pro Milligramm Leucocyten und Stunde 0,5 mg. 


DaB es sich nicht um Reste von Serumlipasen handelt, welche in 
der Suspensionsfhissigkeit enthalten sind, ergab folgender Kontroll- 
versuch: Nach dem zweiten Waschen der Zellen mit Ringerlisung 
wurde mit der zum Waschen verwendeten Ringerlésung ein Versuch 
angesetzt, der vollkommen negativ ausfiel. Mikroskopische Bilder 
panchromatische Fiarbung nach May-Griinwald-Giemsa) ergaben, dal 
die Zellen zum iiberwiegenden Teil (stets tiber 90°.) polymorphkernige 
Leucocyten waren. Der Rest waren mononucleaire und ganz ver- 
einzelte eosinophile Leucocyten. An der Fermentwirkung sind also 
sicher auch die polymorphkernigen Leucocyten beteiligt, da es kaum 
denkbar ware, da$ die ganze Wirkung den vereinzelten mononuclearen 
Zellen zuzuschreiben ist. Auch waren Schwankungen in der Verteilung 
der Zellarten ohne EinfluB auf die Fermentwirkung, wie es der Fall 
sein miBte, wenn man das Fehlen jeder Lipase bei den polymorph. 
kernigen Leucocyten annimmt. 


! ] Mikromol 0,001 Millimol. 
2 W. Fleischmann und F. Kubowitz, diese Zeitschr. IS1, 395, 1927. 
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Dieser Befund kann wohl als eine Stiitze der Auffassung von Ne 
angesehen werden, daB auch die polymorphkernigen Leucocyten ei 
Fettspaltungsvermégen aufweisen. Der Einwand Bergels, es hatt: 


sich bei den Versuchen von Nees nur um eine Lipase, die von den Kokke 
herriihrt, gehandelt, wird durch unsere Versuche an sterilem Materia 
widerlegt. 

Zusammenfassung. 


Mittels der manometrischen Methode von Rona und Lasnitzk | 
zur Bestimmung von Lipase im iiberlebenden Gewebe gelingt det 
sichere Nachweis von Lipase in polymorphkernigen Leucocyten aus 
sterilen Peritonealexsudaten des Kaninchens. 

‘ 
! 
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i‘ber den Abbau der £-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. 


I. Mitteilung: 


Darstellung und Eigenschaften des Fermentkomplexes; 
Nachweis von Abbauprodukten’, 


Von 


Joachim Kiihnau. 


Aus dem stadtischen Forschungsinstitut fiir Baderkunde und Stoffwechsel, 
Wiesbaden.) 


(Eingeqangen am 6. Juli 1928.) 


I, Allgemeiner Teil. 


1. Einleitung. 


Die im Jahre 1884 erfolgte Entdeckung Minkowskis, dab bei der 
diabetischen Azidose eine Ausscheidung von £-Oxybutterséure besteht, 
war der erste Schritt zur Erkenntnis der wichtigen Stellung dieser Saure 
im intermediadren Stoffwechsel. Wahrend die Vorstufen, aus denen die 
B-Oxybutterséure entsteht, durch die Arbeiten der Ho/meisterschen Schule 
sowie Embdens und seiner Mitarbeiter bekannt sind, liegt der Weg des 
Abbaues dieser Saéure im normalen Organismus noch voéllig im Dunkeln. 
Die Griinde dafiir sind verschiedenster Art. Einmal wird, wie Fiitterungs- 
versuche gezeigt haben, die Oxybuttersaéure im Kérper in groBen Mengen 
und so schnell und vollstandig verbrannt, daB es nicht gelingt, Abbau- 
produkte zu fassen. Versuche an tiberlebenden Organen und anderem 
biologischen Material fiihrten hauptséchlich wegen der betrachtlichen 
Kapillaraktivitat der Oxybutterséure (Harpuder und Erbsen) nicht zum 
Ziel. So kam es, daB bis heute weder der Ort noch der Modus des Abbaues 
dieser Séure im Kérper mit Sicherheit bekannt ist. 

Da als Bildungsstatte der Acetonkérper einwandfrei die Leber nach- 
gewiesen werden konnte, haben die meisten Forscher bei ihren Versuchen, 
die Frage des Abbaues zu lésen, an der tiberlebenden Leber oder mit Leber- 
brei gearbeitet. Als erste zeigten Embden, Salomon und Schmidt 1906, 
daB sich bei der Durchstrémung der iiberlebenden normalen Leber Acet- 
essigsiure aus /-Oxybutterséure bildet. Wakeman und Dakin sowie Fried- 
mann und Maase fanden, daB dieser Vor gang reversibel ist und die Reduktion 
der Acetessigséiure leichter vor sich geht als die Oxydation der Oxybutter- 


1 Auszugsweise vorgetragen auf dem 40. KongreB der Deutschen 
Gesellschaft fiir innere Medizin, Wiesbaden, 16. bis 19. April 1928. 











30 J. Kiihnau: 


saure. Auch das Bachsche Oxygenasesystem, z. B. Xanthinoxydas 

Xanthin oder Cystein allein vermag bei Anwesenheit von peroxydatis« 
wirksamem Ferrosalz Oxybutterséure in Acetessigsiure zu verwande! 
(Harrison und Thurlow). Versuche, mit dem gleichen System Acetessig 
siure weiter zu oxydieren, miBlangen. Schon 1908 hatten Embden un 
Michaud gefunden, daB frischer Leberbrei Acetessigsiure weitgehend z 
zerstéren vermag. Embden nahm eine Spaltung der Acetessigséure i) 
2 Mol. Essigséure an, deren Nachweis jedoch nicht gelang. Zu Leberbre 
zugesetztes Aceton verschwand im Gegensatz zu Acetessigséure nur it 
geringem MaGBe. Einen Ubergang in Essigséiure hielten auch Wakema, 
und Dakin fiir wahrscheinlich und verwiesen dabei auf die ganz analogs 
ebenfalls durch die Leber bewirkte Spaltung der Benzylacetessigséure i: 
Essigsiiure + Phenylpropionsiure. Die Beweiskraft aller dieser Versuch: 
wurde aber erschiittert durch die Befunde von Snapper und Griinbaum 
wonach die stark oberflichenaktive Oxybutterséure weitgehend an dix 
Lebersubstanz adsorbiert wird und sich so zum Teil der Bestimmung in 
Filtrat entzieht. 

An der Zerstérung der 8-Oxybuttersaure scheint das Blut einen wichtige: 
Anteil zu haben, wie Dakin und spiater Marriott zeigten. Zahlreiche Unter 
suchungen, meist durchgefiihrt mit der Thunbergschen Methylenblautechnik, 
haben ferner dargetan, daB auch die Muskulatur Oxybutterséure angreifend 
Fermente enthalt. Thunberg selbst fand, daB f-Oxybutterséiure durc!} 
ein von der Succinodehydrogenase verschiedenes Ferment der Frosch 
muskulatur oxydiert wird. Diese Oxydation bleibt nicht bei der Acetessig 
siure stehen, denn auch diese entfarbt Methylenblau bei Gegenwart ge 
waschener Muskulatur (Ahlgren), wahrscheinlich unter Zerlegung und 
Weiteroxydation der gebildeten Essigséure. Jedenfalls verlauft auc! 
hier der Weg nicht iiber Aceton, das unter gleichen Bedingungen Methylen 
blau erst nach langer Zeit allmaéhlich entfarbt, manchmal unter zeitweilige: 
Riickkehr der blauen Farbe. Menschliche Muskulatur besitzt ebenfalls 
eine allerdings nicht sehr wirksame Oxybuttersiuredehydrase, wie Rosling 
gezeigt hat; Aceton wird von ihr nicht dehydriert. Fiir die von Wishart 
aus Kaninchenleber isolierte Dehydrase ist die Oxybutterséure nur ein 
schwacher Donator. Ganz neuerdings fand Griesbach, daB iiberlebend 
Extremitaétenpraparate Acetonkérper zum Verschwinden bringen. 

Vielfach ist der Versuch gemacht worden, durch Hefe eine Zerlegung 
der #-Oxybutterséure herbeizufiihren. Bereits die ersten Untersucher, 
Neuberg und Tir, haben sie praktisch resistent gegeniiber verschiedenen 
ober- und untergirigen Heferassen und Hefedauerpraparaten befunden. 
Nach weiteren Untersuchungen Abderhaldens vermag die elektive Giftig 
keit dieser Saéure den Garungsablauf zu hemmen. Vielleicht erklart sic! 
damit der Befund von Marian, daB geliiftete Hefe nicht imstande ist, 
Oxybutterséure anzugreifen, im Gegensatz zu Acetessigséiure, die via 
Aceton zerlegt und assimiliert wird (Lundin) und deren Abbau dure! 
Zucker- und Acetaldehydzusatz gesteigert wird (Weiss und Altai). Andere 
seits fanden McLean und Hoffert, daB auch oxybuttersaures Natrium von 
Hefe unter Bildung von Reservekohlehydraten verbraucht wird. Nacl 
Jung und Miiller wird Oxybuttersaure selbst in konzentrierteren Lésunget 
von Hefe unter CO,-Entwicklung gespalten; Abbauprodukte wurden 
aber nicht gefaBt. 

Wir hofften zunachst, eine Zerlegung der Oxybuttersaiure im 
reinen Modellversuch herbeifiihren zu kénnen. 
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Abbau der £-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. I. 31 


Wir verwendeten Stoffe, die geeignet schienen, ahnliche chemische 
\bbauwirkungen zu erzeugen, wie der Sauerstoff in der Zelle: Chinon, 
Methylenblau, Nitrate, Cystin; jedoch ohne den geringsten Erfolg. 
Weder die genannten Substanzen bei Anwesenheit von kolloidalem 
Palladium, noch wenn das Palladium durch Hamoglobin oder Ferrosalz 
ersetzt wurde, noch die Systeme Glykokoll + Phosphat (Haehn und 
Pilz) oder Acetaldehyd — Phosphat waren innerhalb eines py-Bereichs 
on 5 bis 8 imstande, zugesetzte Oxybuttersiure anzugreifen. 

Da diese Modellversuche zu keinem Ergebnis fiihrten, grffen wir 
auf biologisches Material zuriick und untersuchten zuerst die Ein- 
wirkung der Hefe auf B-Oxybuttersiure. Die Versuche wurden mit 
Lebedewsaft ausgefiihrt, sie ergaben, daB bei 37°, py 4.8 und einer 
Oxysiurekonzentration von etwa m 100 ein geringfiigiges Verschwinden 
der Saure bis zu etwa 10°), festzustellen war, allerdings immer erst 
nach 2- bis 3tagigem Stehen im Brutschrank, so daB trotz Gegenwart 
von Antisepticis Bakterieneinwirkung nicht auszuschlieben war. 
Auch diese Versuchsanordnung ergab also kein brauchbares Resultat 


2. Darstellung und Eigenschajten des Ferments. 


Wir gingen dann zu Versuchen mit Leber iiber. Um den in Organ- 
versuchen so betrichtlichen, durch Adsorption bedingten Verlusten 
an Oxybuttersiiure zu entgehen, arbeiteten wir von vornherein nur 
mit zellfreien Extrakten, trotzdem damit der Verzicht auf die méglicher- 
weise sehr wichtigen substratgebundenen Oxydationsfermente der 
Leber (Dakin) verkniipft war. Schon die ersten Versuche mit Leber- 
extrakten, die nach der Ohlssonschen Vorschrift zur Isolierung der 
Succinodehydrogenase hergestellt waren, zeigten einen deutlichen 
Oxybuttersaureabbau (Versuch | und 2). In 20 Stunden waren unter 
geeigneten Bedingungen 27 ©, zugesetzter Oxybuttersaure verschwunden 
Das Optimun der Oxybuttersdurezerlegung lag bei diesen Versuchen 
in einem py-Bereich von 6.8 bis 7,1, also einem deutlich saureren Milieu 
etwa als das der auch Oxybuttersiure angreifenden Muskeldehydrase 
von Thunberg-Ohlsson (py 7,7 bis 8,7), Rosling (pa 7,45) und Essen- Moller 
(pa 7.8 bis 7,9). Bei py 7,8 trat bereits eine nahezu villige Hemmung 
des Abbaus ein. Die Dauer der Versuche muBte auf etwa 20 Stunden 
beschrankt werden, da (ganz abgesehen von der Gefahr einer Bakterien- 
invasion) nach dieser Zeit stets die instabilen EiweiBkérper des Extraktes 
auszuflocken begannen. 

Die in den Kontrollversuchen am SchluB erhaltenen Oxybuttersaéure- 
zahlen waren oft héher als die Ausgangswerte, was mdéglicherweise daran 
lag, daB bei der angewandten Methodik gewisse, waihrend der Digestion 
autolytisch entstandene EiweiSspaltprodukte als Oxybutterséure mit- 
bestimmt wurden (vgl. dazu Lemoiqne). 
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Wir untersuchten dann, ob auch eiweibfreie Leberextrakte Oxy 
buttersaure zerlegen. Es ergab sich, dab ein nach den von Jacoby fit 
die Darstellung der Salicylase gemachten Angaben hergestellter eiweils 
freier Leberextrakt ein bedeutendes oxybutyrolytisches Vermégen 
besitzt (Versuch 3). In 20 Stunden wurden 39°, der anwesenden 
Oxysiure zerlegt. Da das Verfahren von Jacoby aber sehr umstindlich 
und zeitraubend ist und das Ferment auch unter giinstigsten Be 
dingungen nur wenige Tage wirksam bleibt, wurde eine Vereinfachung 
der Isolierung angestrebt. Unter Verwertung der von Ohlsson sowik 
Battelli und Stern gemachten Beobachtung, da’ die Succinodehydro 
genase in Gewebsextrakten bei vorsichtigem Ansiuern zusammen mit 
den Proteinen des Extraktes ausgefallt wird, gelang es, eine Methode 
auszuarbeiten, mit deren Hilfe bei schnellem Arbeiten innerhalb von 
48 Stunden aus frischer Leber ein eiweiBfreier Extrakt gewonnen werden 
kann, der unter geeigneten Verhaltnissen efwa 40°, zugesetzter Oxy- 
buttersdure abbaut. 

Die in diesem Verfahren verwendete Fallung der Eiwei®kérper bei 
pu 4,8 trennt die in dem Leberauszug vorliegenden Oxydationsfermente 
in zwei Anteile: das eigentliche Oxybutterséure spaltende Ferment und 
die Succinodehydrogenase werden an den Niederschlag adsorbiert und 
kénnen durch geeignete Behandlung aus ihm wiedergewonnen werden, 
dagegen bleibt die Aldehydmutase und ihr Aktivator, die Co-Reduktase, 
im Filtrat zuriick, eine Feststellung, die ebenfalls auf Battelli und Stern (4) 
zuriickgeht. Wir werden sehen, daB sowohl die Succinodehydrogenase 
wie die Aldehydmutase Hilfsfermente des Oxybutterséureabbaues sind. 
An Stelle der von den friiheren Autoren zur Fallung benutzten Essigséure 
verwendeten wir Salzsiure in entsprechend geringen Mengen. 

Die so erhaltene Lisung ist wasserklar, ganz schwach gelblich 
gefirbt (falls nach Jacoby hergestellt, farblos) und gibt keine Millon sche 
Biuret- und Diazoreaktion. Sie enthalt keine Milchsaure, reduziert 
Fehlingsche Lésung meist nicht, bisweilen spurenweise bei langerem 
Kochen, und ist eben erkennbar rechtsdrehend. Die schwache Rechts 
drehung ist auch in nicht reduzierenden Extrakten nachweisbar. Die 
Nitroprussidnatriumreaktion auf SH-Gruppen ist negativ. 


Uber die Eigenschaften des wirksamen Prinzips selbst, das vor 
laufig als ,,orybutyroklastisches System’ bezeichnet werden soll und sich 
aus mehreren Teilfermenten zusammensetzt (s. unten), lieB sich folgendes 
feststellen: 

1. Es ist ohne Inaktivierung fallbar mit Ammonsulfat bei 66°, 
Sattigung und mit Alkohol, nicht mit Uranylacetat und kolloidalem 
Kisenhydroxyd. Toluol schadigt nicht nennenswert. 


2. Es wird inaktiviert durch 20 Minuten langes Schiitteln in der 


Schiittelmaschine (70 bis 80 StéBe pro Minute) und verhalt sich dari: 
wie die Succinodehydrogenase des Muskels [Ah/gren (1)}. 
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3. Es wird durch mehrstiindiges Erwirmen auf 50° nicht ge- 
reschadigt, dagegen unwirksam gemacht durch Aufkochen (Versuch 8) 
ind eintagiges Stehen bei — 10 bis — 15°. 

4. Es ist cyanempfindlich (Versuch 8). 

5. Sein Wirkungsoptimum liegt bei py 6,8 bis 7,1. 

6. Uber den Einflu8 der Substratkonzentration auf die Enzym- 
wirksamkeit laBt sich sagen, daB die giinstigsten Abbauverhaltnisse 
bei einer Oxybuttersaurekonzentration von 0,01- bis 0,024 mol. liegen 
vgl. Versuch 4, 6, 7); bei héherer Konzentration (0,04 mol.) findet 
nur noch ein sehr geringer Abbau statt (Versuch 7). Unter diesen 
Bedingungen tritt bereits eine Giftwirkung der Saiure auf fermentative 
Prozesse hervor. 

7. Der Wirkungsmechanismus des Ferments ist weder der einer 
Peroxydase (negative Benzidinreaktion) noch der einer Oxygenase 
(Hypoxanthin ist fiir Methylenblau in Gegenwart des Ferments kein 
Donator, Versuch 11). 


Trotzdem wir uns bemiihten, die Konzentration an wirksamer 
Substanz durch méglichstes Einhalten gleicher Herstellungsbedingungen 
konstant zu halten, ist es uns nicht gelungen, stets gleich wirkungsvolle 
Enzymlésungen zu erhalten. Vergleichende Versuche wurden daher 
nur gleichzeitig am selben Enzymextrakt vorgenommen. 

Den auBerordentlich langsamen Verlauf des Abbaues glauben wir 
uns mit v. Kuler, Nilsson und Runehjelm durch das Fehlen des natiirlichen 
Oxydationskatalysators (Himoglobin, Cytochrom) erkléren zu kénnen. 
Schon Wakeman und Dakin haben den férdernden Effekt des Haimoglobins 
auf die Wirksamkeit der Oxybuiyrase festgestellt. Zu dieser Auffassung 
stimmt auch die weiter unten diskutierte Abbauvermehrung durch Methylen- 
blau, welches nach v. Euler ein Oxydationskatalysator von allgemeiner 
Bedeutung ist. 


3. Nachweis und Isolierung von Abbaustufen. 


Uber den Mechanismus des Abbaus konnten wir folgende Beob- 
achtungen machen: Die Anwesenheit von Sauerstoff ist  giinzlich 
irrelevant; der Abbaubetrag ist aerob und anaerob gleich grob 
(Versuch 3). Das zwingt zu der Annahme, dab die erste Phase der 
Zerlegung des #-Oxybuttersiuremolekiils nicht ausschlieBlich auf 
oxydativem Wege erfolgt. Nach Embden und Michaud wird der Acet- 
essigsaureabbau in der Leber ebenfalls durch Anwesenheit von Sauerstoff 
nicht beeinfluBt. 


Weiter zeigte sich, daB geringe Mengen Methylenblau (0,02 auf 
12 Millimol Oxybuttersaure) das Verschwinden der Saure ganz erheblich 
Biochemische Zeitschrift Band 200. 8 
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beférdern. Die Umsatzaktivierung durch Methylenblau ist verschied« 

groB; sie kann bis zu einem um tiber 100°, gesteigerten Abbau fiihre 
(Versuch 3 und 4). In keinem Falle der ad hoc anaerob durchgefiihrte: 
Versuche war eine Entfarbung des Methylenblaus zu beobachten, selbst 


wenn der aus der abgebauten Oxybuttersaure disponible Wasserstof! 
betrag den H,-Bedarf des Methylenblaus um das 480fache iiberstieg 
Methylenblau beférdert nicht nur Sauerstoffoxydationen (Atmungs 
vorgange), sondern auch Oxydoreduktionen (Dismutationen) wie die 
Vergiirung von Glucose und Fructose durch Hefe, also ganz allgemein 
Sauerstoffverschiebungen. Daf dieser EinflufB des Methylenblaus 
speziell im vorliegenden Falle durch sein Oxydationspotential zu_er- 
kliiren ist, hat sich aus weiteren Versuchen ergeben, iiber die spater 


berichtet werden soll. 


Anwesenheit von Glucose verstarkt den Abbau nicht (Versuch 8 
Eine labile glucosidische Bindung zwischen Oxysaure und Zucker im 
Sinne der Theorien von Ringer und Shaffer-Wood yatt scheint sich also 
wenigstens unter den von uns gewahlten Bedingungen, nicht zu voll 
ziehen. Ebensowenig steigert Acetaldehyd den Abbau (Versuch 4 


Wir untersuchten weiter den EinfluB der optischen Konfiguration 
der Saure auf die AbbaugréBe. Es ergab sich, dab rechisdrehende Oxy- 
buttersaure um den drei- bis fiinffachen Betrag stdrker zum Verschwinden 
gebracht wird als linksdrehende. Der Abbaubetrag der gewéhnlichen 
inaktiven Saure lag etwa in der Mitte zwischen den Werten fiir die 
beiden aktiven Saéuren. Das beweist die Richtigkeit der schon von 
Mc Kenzie und Marriott ausgesprochenen Annahme, dab die Rechts- 
oxybuttersiure im Kérper leichter verbrannt wird als ihr optischer 
Antipode. Marriott konnte diese Ansicht nur dadurch wahrscheinlich 
machen, da’ er in Injektionsversuchen bei Bestimmung der aus- 
geschiedenen f-Oxybuttersaure Differenzen zwischen den polarimetrisch 
und den oxydimetrisch erhaltenen Werten fand. Er erklirte die Fest 
stellung von Dakin (3), daB Acetessigsiure im Kérper nur in links 
drehende Oxybuttersiure iibergeht, mit der Annahme, dab die gleich- 
zeitig gebildete rechtsdrehende Saure sofort zerstért wird. War die 
Annahme einer gréBeren Angreifbarkeit der d-Saure richtig, so mubte 
eigentlich aus den Ansitzen |-Saure wiederzugewinnen sein; da} uns 
dies nicht gelungen ist, lag daran, daB bei der Aufarbeitung der Ansitze 
besonders beim Einengen, die optisch aktive Saure schnell racemisiert 
wird (van Slyke). 

McLean und Hoffert hatten gefunden, daB der Abbau von oxy 
buttersaurem Salz in Hefesuspensionen durch Sulfit gehemmt wird 
Labt man einen abbaufahigen Enzymextrakt aus Leber bei Gegen 
wart geringer Mengen von Dimethyldihydroresorcin (Dimedon), dem 
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von Neuberg und Reinfurth eingefihrten Mittel zur biologischen Ab- 
fangung von Aldehyden. auf £-Oxybuttersiure einwirken, so wird die 
Zerlegung praktisch vollkommen inhibiert. Da eine Giftwirkung des Dime- 
dons nicht in Frage kommt, muB man annehmen, dai der Abbau der 
Oxybuttersiure unter intermediarer Bildung eines Aldehyds vor sich 
geht, dessen Fixierung den ganzen Zerlegungsvorgang hindert, und zwar 
mu diese Aldehydphase bereits ganz am Anfang, noch vor der Zerlegung 
der Vierkohlenstoffkette der Oxybuttersaure, erreicht werden, da sonst 

z. B. bei Annahme des Acetaldehyds als Zwischenprodukt — unerklarlich 
ware, warum der Gesamtbetrag der Oxysiure erhalten bleibt. Es 
liegt die Méglichkeit vor, dab der Abbau bei einem Aldehyd stehen 
bleibt, der bei der Oxydation die gleichen Produkte liefert wie Oxy- 
buttersiure und daher bei dem verwendeten Verfahren von van Slyke 
mitbestimmt wird. Die einzige Substanz, die alle diese Eigenschaften 
besitzt, ist der 8-Oxybuttersaurealdehyd, das Acetaldol, und tatsachlich 
ist es gelungen, dieses in Form von Aldol-dimedon zu isolieren. Da die 
Menge des abgefangenen Aldols nur etwa den fiinften Teil der sonst 
von dem gleichen Extrakt abgebauten Oxybuttersiure entspricht, 
mu man annehmen, da normalerweise ein auch iiber andere Sub- 
stanzen als Aldol verlaufender Zerlegungsmodus in Frage kommt. 
Eine direkte Decarboxylierung der Oxybuttersiiture zu_ Isopropyl- 
alkohol konnte nicht nachgewiesen werden. Dagegen ergab sich, dab 
Enzym-Oxysaure-Gemische schon bald nach Beginn der Digestion 
eine positive Nitroprussidnatriumreaktion auf Acetessigsdure geben 
und dann auch Jod zu binden vermégen. Da die Intensitat der Nitro- 
prussidnatriumreaktion und das Jodbindungsvermégen wahrend des 
weiteren Verlaufs der Digestion konstant bleiben (Versuch 6), scheint 
die Acetessigsdure in dem gleichen Umfang, in dem sie aus Oxybutter- 
siure entsteht. einem sofortigen weiteren Abbau zu unterliegen. Die 
Bildung der Acetessigsiure aus Oxybuttersiure ware aufzufassen als 
der oxydative Ausgleich der reduktiven Umwandlung der Oxysiure 
in Aldol. Da die Weiterverarbeitung von Aldol und Acetessigsiure 
wahrscheinlich zunachst auf rein hydrolytischem Wege vor sich geht, 
erscheint der oben mitgeteilte Befund, daB die Oxybuttersiurespaltung 
auch ohne Anwesenheit von Sauerstoff vor sich geht, nunmehr durchaus 
erklirlich. Beide Prozesse, Oxydation und Reduktion der Oxysiure, 
sind in eigenartiger Weise miteinander gekuppelt; so verhindert die 
Anwesenheit von Dimedon die Acetessigsiurebildung vollkommen 
(Versuch 6). Es scheint, daB sich hier in einer bisher unbekannten 
Form eine Disproportionierung der Oxybuttersiure abspielt, die in 
nahen Beziehungen einerseits zu der Cannizzaro-Reaktion, andererseits 
zu dem Modus der Umlagerung von Methylglyoxal in Milchsiure 
(Neuberg, Dakin und Dudley), sowie zu der Saccharinumlagerung der 


Q* 
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Galaktose (Windaus, Kiliani, Nef) steht, und die etwa folgendermaBe 
formuliert werden kann: 
2 CH,.CH(OH).CH,.COOH — CH,.CO.CH,.COOH 
CH, .CH(OH).CH,. CHO + H,0. 


Diese Umwandlung wire die Leistung eines Teilferments dé 
oxybutyroklastischen Systems, das am besten als ,,Ferment des ersten 
Angriffs** bezeichnet wird, in Analogie zu dem Zymaseteilferment 
das die Umlagerung der Glucose in Methylglvoxalaldol nach Neuwbe) 
bewirkt. Die in der aufgestellten Gleichung zum Ausdruck kommend: 
Fihigkeit der Oxybuttersdure, gleichzeitig als Wasserstoffdonato, 
und Wasserstoffakzeptor zu fungieren, ist nach neueren Untersuchunge: 
von Quastel (2) eine, auf spezifischer Anordnung aktivierter elektrische: 
Felder im Molekiil beruhende Grundeigenschaft der Oxybuttersaure 

Wahrend der im obigen Ausdruck enthaltene oxydative Vorgany 
Oxybuttersaure-Acetessigsaure als eine in vivo reversible Umwandlung 
seit langer Zeit bekannt und genau studiert ist, stellt die entsprechende 
Reduktionsleistung der Aldolbildung insofern ein Novum dar, als 
damit zum erstenmal eine biologische Reduktion der Carboxyl- zu) 
Aldehydgruppe nachgewiesen ist. 

Der einzige bisher studierte ProzeB, der méglicherweise ein Analogo: 
hierzu darstellt, ist vielleicht die von Dakin und Dudley realisierte Un 
wandlung von a-Amino- und a-Oxyséuren in a-Ketonaldehyde. Diese: 
Vorgang soll nach den genannten Autoren auch im biologischen Geschehe 
eine Rolle spielen; Beweise hierfiir konnten jedoch bisher nicht erbracht 
werden. 

Ebenso wie die Reaktion Oxybuttersaure-Acetessigsaure ist auch 
die Reaktion Oxybuttersiaure-Aldol reversibel. So hat Parnas gefunden 
daB Leberbrei Aldol in 8-Oxybuttersaure verwandelt, und nach Fried 
mann wird in der durchstrémten Leber Aldol tiber Oxybuttersaure 
zu Aceton oxydiert. Parnas hat bereits darauf hingewiesen, dab dieser 
Vorgang wahrscheinlich keine einfache Oxydation ist, sondern nach 
dem Modus der Cannizzaro-Reaktion verlauft. Das zugehorige Re- 
duktionsaquivalent, das 1, 3-Butylenglykol, konnte er allerdings nicht 
isolieren. Diese Substanz erhielten erst Newberg und Kerb aus Aldo! 
durch phytochemische Reduktion mittels Hefe. Den Beweis dafiir, dat 
unter biologischen Verhiltnissen Aldol einer Dismutation unterliegen 
kann, lieferte dann Binder- Kotrba. Dementsprechend ist uns der Nachweis 
von Butylenglykol in einem mutasefreien Ansatz von oxybutyro 
klastischem Ferment + Oxysaure nicht gelungen, wohl aber (wenn 
auch in sehr geringer Menge) in einem gleichartigen Ansatz, dem 
Aldehydmutase aus derselben Leber zugesetzt worden war. 

Die Bildung des Acetaldols lie8 sich nur durch das Abfangverfahren 
demonstrieren; unter den Endprodukten des Oxybuttersiureabbaus 
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nd es sich nicht. Dagegen lieB sich nach 1- bis 1 !..tagiger Einwirkung 
es Ferments auf die Siure mit Leichtigkeit die Anwesenheit von 

cetaldehyd im Destillat der Ansiitze nachweisen. Auch diese Fest- 
-tellung bietet ein gewisses theoretisches Interesse, da der Acetaldehyd, 
lessen wichtige Rolle im Stoffwechsel der Kohlehydrate allgemein 
nerkannt ist, unter den Produkten des Fettsiureabbaus bisher nicht 
vefunden worden ist (wenn man von rein chemisch bewirkter Acet- 
aldehydbildung durch Oxydation der Oxybuttersaure mit H,O, nach 
Dakin absieht). Im Gegensatz zu den Verhiltnissen beim Zucker- 
imsatz der tierischen und pflanzlichen Zelle, wo der Acetaldehyd im 
ilgemeinen nur durch Abfangung zum Vorschein gebracht werden 
kann, erhielten wir bei Dimedonzusatz nur Aldol und keinen Acet- 
aldehyd. Das deutet darauf hin, daB der gefundene Acetaldehyd durch 
einen Dekondensationsvorgang aus dem Aldol entsteht'. Dieser Modus 
ist um so wahrscheinlicher, als er ebenfalls ohne Sauerstoffbeteiligung 
verlauft und zwanglos von der C,-Kette der Acetonkérper hiniiber- 
leitet zu einer in der Zelle allgemein verbreiteten Substanz. Allerdings 
ist anzunel men, dab in vivo der gebildete Acetaldehyd sofort von der 
Mutase der Leber in Alkohol und Essigséiure umgelagert wird; diese 
Reaktion findet in unseren Versuchen nicht statt, da, wie schon erwahnt, 
durch unser Verfahren die Mutase vom oxybuttersiurespaltenden 
Ferment abgetrennt wird. Wird aber zu einem Ansatz dieses Ferments 
mit Oxybuttersiure Mutase zugesetzt (s. unter Ansatz IIIb), so libt 
sich in der Tat kein Acetaldehyd mehr im Destillat nachweisen; aller- 
dings ist uns in diesem Falle auch der Nachweis der erwarteten Re- 
aktionsprodukte Alkohol und Essigséure nieht gegliickt. Wir ersehen 
aber daraus, dab die Aldehydmutase ein wichtiges Hilfsferment des 
Fettsdureabbaus ist, das die dabei intermediar auftretenden Aldehyde 
weiter umsetzt. 

Uber die Méglichkeit einer anderen Entstehungsweise des Acet- 
aldehyds wird unten noch mehr zu sagen sein. 

Fiir die Bildung von Essigsiure aus Oxybuttersiiure laBt sich 
noch eine weitere Erklirung als die Annahme einer Aldehyddismutation 
finden. So wie das Reduktionsprodukt der Oxybutterséure, das Aldol, 
ohne Sauerstoffverbrauch in 2 Mol. Acetaldehyd dekondensiert werden 
kann, vermag auch das zugehérige Oxydationsiquivalent, die Acet- 
essigsaure, rein hydrolytisch auf dem Wege der lingst bekannten 
.. Saurespaltung in 2 Mol. Essigsiure iiberzugehen. Gerade dieser 
Vorgang ist von jeher zur Erklarung des Mechanismus des Keton- 


! Der gleiche Vorgang (verbunden mit einer Dismutation) findet nach 


Bakonyi auch bei der Spaltung des Aldols durch Erreger der Aceton- 
garung statt. 
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kérperabbaus herangezogen worden. Indessen haben Embden un 
Michaud, sowie Wakeman und Dakin in Ansitzen von Leberbre 
welcher zugesetzte Acetessigsiure in grobem Umfange zum Ver 
schwinden brachte, vergeblich auf Essigséure gefahndet, ohne allerding- 
ihr Fehlen voéllig ausschlieBen zu kénnen. Auch unsere diesbeziigliche: 
Versuche hatten keinen besseren Erfolg; zwar konnte bei der frak 
tionierten Silberfaillung ein relativ leichtlésliches Silbersalz einer 
fliichtigen Saure isoliert werden, jedoch nur in so geringen Mengen 
daB eine Identifizierung nicht méglich war'. Da unsere weiteren Unter 
suchungen aber eine intermediare Bildung von Essigsiure wahrscheinlich 
machen und auch theoretisch die Annahme ihres Auftretens nicht zu 
umgehen ist, liegt der Gedanke nahe, daB die entstandene Saure seh 
schnell, vielleicht schon in statu nascendi einer weiteren Umwandlung 
unterliegt. 

Man hat aus aéhnlichen Griinden schon friiher eine besondere Reaktions 
form der Essigséiure postuliert und fiir diese die Struktur des Ketens 
CH, : CO oder seines Hydrats, des Vinylidenglykols, angenommen (.WVe Kenziv 
und Widdows, Scheibler und Ziegner, Reilly, Hickinbottom, Henley und 
Thaysen, Ingold), eine Formulierung, die die nahen Beziehungen zu der 
Reaktionsform des Acetaldehyds, dem Vinylalkohol CH,: CHOH, aus 
gezeichnet erkennen Jé8t und auch den weiteren Umsetzungen der Essig 
siure gut gerecht wird. 

Da im Alkoholextrakt des Trockenriickstandes von Ferment- 
Oxybuttersiureansitzen betrachtliche Mengen von Substanzen ent- 
halten waren, deren wasserige Lésung durch Silbernitrat gefallt wurde 
lag die Vermutung nahe, dab die enzymatische Zerlegung der Oxy- 
buttersiure noch zu anderen Stoffen mit Saurecharakter fiihre. Dafiir 
sprach auch, da bei schwerem Diabetes im Urin auBer Oxybuttersaure 
noch andere, nicht naher untersuchte organische Sauren in vermehrter 
Menge ausgeschieden werden (Starr und Fitz). In der Tat gelang es 
die Entstehung von Bernsteinsdure, Fumarsdure und I-A pfelsdéure im 
Verlaufe des Oxybuttersiureabbaus. nachzuweisen und die beiden 
erstgenannten Sduren in Substanz zu isolieren. Es konnten ferner mit 
der Thunbergschen Methylenblaumethode eine Succinodehydrogenase 
und auf polarimetrischem Wege eine Fumarase als Komponenten des 
oxybuttersiurespaltenden Komplexes nachgewiesen werden (Versuch 11 
und 13). Diese Feststellung beweist, daB die anfangs rein anoxybiotisch 
verlaufende Aufspaltung des Oxybuttersiuremolekiils dann doch auf 
oxydativem Wege weiter- und wohl auch zu Ende gefiihrt wird. Da 
wir die Bernsteinsiure und ihre Oxydationsprodukte nur in solchen 
Ansiitzen nachgewiesen haben, die zwar dem Luftsauerstoff kaum 

1 Ameisensiure konnte ausgeschlossen werden (s. experimenteller 


Teil). 
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usgesetzt waren, denen aber zum Zwecke der Umsatzsteigerung 
Methylenblau zugesetzt worden war, kann die Méglichkeit nicht aus- 
veschlossen werden, daB hier wenigstens teilweise eine Akzeptor- 
virkung des Methylenblaus vorliegt, zumal es gelungen ist, eine Succino- 
lehydrogenase im Fermentkomplex nachzuweisen; indessen kann 
dieser Oxydationsmodus keine grobe Bedeutung besitzen, da niemals 
eine Entfarbung des Methylenblaus eingetreten ist. Das Vorhandensein 
noch anderer leicht reduzierbarer Substanzen in der Fermentlisung, 
wenn auch nur in sehr geringen Mengen, ist jedoch nicht ganz unmdéglich. 
Die Annahme, daB die in den Ansiitzen auftretenden Aldehyde eine 
nennenswerte Akzeptorrolle spielen kénnten, ist schon aus _ bilanz- 
chemischen Griinden unwahrscheinlich; es ist auch nicht gelungen, 
\lkohole in den mutasefreien Ansitzen nachzuweisen. Da nun aber 
der lebenden, im Verband des Organismus wirkenden Leberzelle die 
in unseren Versuchen kaum vorhandenen Akzeptoren und auch die 
nétigen Oxydationskatalysatoren reichlich zur Verfiigung § stehen, 
darf man annehmen, dal es sich bei der in Rede stehenden oxydativen 
Weiterverarbeitung der Oxybuttersiure um einen biologisch wichtigen 
Vorgang handelt. Die Zweiteilung des Ketonkérperabbaus in eine 
rein anoxydative Phase der Zerlegung in die leicht angreifbaren 2-C- 
Kérper Aldehyd und Essigsiure und eine tiber die Dicarbonsauren 
verlaufende oxydative Phase harmoniert aufs beste mit der Auffassung, 
die v. Euler, Nilsson und Runehjelm iiber den Mechanismus der Fett- 
verbrennung geduBert haben. 

Fiir die Bernsteinsiure kommt eine andere Quelle als die Essigsaéure 
nicht in Frage. Die Feststellung von Cahen und Hurttey, daB Butterséure 
bei der Oxydation mit H,O, neben Acetessigsaéure als Endprodukt Bernstein- 
siure liefert, bezieht sich auf einen Vorgang, der mit dem hier in Rede 
stehenden nicht das geringste zu tun hat. Die von Clutterbuck und Raper 
erwogene Méglichkeit einer biologischen Bernsteinséurebildung durch 
Synthese von 2 Mol. Acetessigsiure zu Diacetylbernsteinséiure und nach- 
folgender Hydrolyse zu Bernsteinséure erscheint zu kompliziert und konnte 
experimentell bisher nicht bestaétigt werden. Dagegen spricht vieles dafir, 
da8 die Bernsteinséiure durch oxydative Kondensation aus Essigsaure 
hervorgeht, und da8 demgemaé8 unser oxybutyroklastisches System ein 
Teilferment enthalt, das diese Umwandlung zuwege bringt. Unter Zugrunde- 
legung der oben angegebenen Reaktionsform der Essigsiure kann man 
diesen Vorgang wie folgt ausdriicken: 

HO OH 


Hore: EH: CH,:Cs oH +O-> 
0 
HOSc.CH,.CH,.C<o™ + 4,0. 


Thunberg war der erste,-der auf die Méglichkeit dieser Umwandlung 
hinwies auf Grund seines spiter von Adlgren (2) bestatigten Befundes, 
daB Essigsiure bei Gegenwart gewaschener Muskulatur Methylenblau 
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entfarbt. Nach Wishart ist auch in Anwesenheit von Lebergewebe Essig 
siure ein Donator fiir Methylenblau. Das wirksame Ferment ist auch i 
ruhenden Bakterien enthalten [Quastel und Whetham (2)}. Schon friihe 
ist es Moritz und Wolf/fenstein auf rein chemischem Wege mittels Kaliun 
persulfat gelungen, Essigséure in Bernsteinséure iiberzufiihren. Ebenso 
liefert nach Knoop und Gehrke Behandlung von Essigsiure mit H,O, Di 
carbonséuren mit vier C-Atomen, allerdings nur in sehr geringer Ausbeute 
Die thermochemischen Verhialtnisse sind, wie Wieland (1) gezeigt hat, de 
Umwandlung von Essig- in Bernsteinséure giinstig. In neuester Zeit hat 
Quastel auf Grund elektrochemischer Erwagungen die Theorie zu stiitzer 
gesucht, daB Essigséure in vivo nicht zu Glykolséure, sondern zu Bernstein 
siure oxydiert wird. Knoop hat dann diese Befunde auch theoretisc} 
weiter ausgebaut unter Heranziehung der Wielandschen Dehydrierungs 
theorie und der schon friiher von Thunberg gefundenen Tatsache, daB dix 
Bernsteinséiure durch ein miachtiges und weitverbreitetes Gewebsferment 
weiteroxydiert wird. Knoop [vgl. auch Ahklgren (1)} stellte ein hypo 
thetisches Schema des Fettsiureabbaues mit den Etappen Essig-, Bernstein-, 
Fumar-, Apfel-, Oxalessig- und Brenztraubensiure auf. In diesem Schema 
ist die Strecke, die von der Bernsteinséure zur Apfelsdure fiihrt, experi 
mentell am besten fundiert. Die Bernsteinséure, ein normaler Bestandtei! 
der Muskulatur und wohl auch der Leber, wird durch die Succinodehydro 
genase zu Fumarséure oxydiert, und diese sofort durch Wasseranlagerung 
in |-Apfelséure verwandelt (Battelli und Stern, Einbeck, Dakin, Fleisch, 
Moyle-Needham, Fischer, Quastel und Whetham, Hahn und Haarmann). 
Diese beiden Vorgiénge sind reversible und fiihren zu gut ausbilanzierten 
Gleichgewichtszustanden. Die Anwesenheit der hierbei beteiligten Fermente, 
speziell in der Leber haben Wishart und Clutterbuck sichergestellt. Das 
weitere Schicksal der Apfelsaure ist nicht mehr so genau bekannt, einerseits, 
weil die analytische Erfassung ihres Oxydationsprodukts, der leicht zer- 
setzlichen Oxalessigsiure, groBe Schwierigkeiten bietet, andererseits, weil 
Apfelsiure, allein zu Geweben zugesetzt, nicht oxydiert, sondern bis zu 
Erreichung eines Gleichgewichtszustandes zu Fumarséure dehydratisiert 
wird. Indessen konnten doch durch Quastel experimentelle Belege dafiir 
erbracht werden, da8 analog den alteren Feststellungen von Neuberg iiber 
die Vergirung der Oxalessigsiure tiber Pyruvinat zu Aldehyd, durch 
wachsende Bakterien Fumarséure iiber Oxalessigsiure in Brenztrauben- 
siure und Acetaldehyd umgewandelt wird. DaB auch das System Apfel- 
séure—Oxalessigséure (welches gewisse Analogien zu dem System #-Oxy- 
butterséiure—Acetessigsaure bietet) reversibel ist, zeigte Mayer: Muskel- 
gewebe und Hefe reduzieren Oxalessigsiure teilweise zu Apfelsiure; der 
gréBere Teil wird allerdings unter CO,-Abspaltung in Brenztraubenséure 
verwandelt. 


Unter diesen Umstanden bestand die Méglichkeit, daB sich in 
denjenigen unserer Fermentansitze, die Oxybuttersaiure reichlich 
abgebaut hatten, Brenztraubensdure vorfand. In der Tat fiel in zwei 
Fallen die von Quastel angegebene, sehr empfindliche Farbenreaktion 
auf Brenztraubensiure mit Guajakol und Schwefelsaure positiv aus. 
Wir hatten oben auf das Auftreten von Acetaldehyd beim Oxybutter- 
siureabbau hingewiesen. Da bekanntlich Hefe und auch Muskulatur 
Brenztraubensaure zu Acetaldehyd decarboxyliert, lag es nahe, den 
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m uns gefundenen Aldehyd ganz oder teilweise aus dem gleichen 
\usgangspunkt herzuleiten. 

Neuberg (1) und Wieland (2) haben gefunden, daB bei Belichtung 
wie Behandlung mit H,O, Bernsteinsiure und Fumarséure in Acet- 
ildehyd iibergehen. Da auch Crotonséure auf diesem Wege Acetaldehyd 
vibt, nimmt Neuberg hier eine ,,Verkniipfung der Bernsteinséure und ihrer 
\bbauprodukte mit der Gruppe der Acetonkérper“ als méglich an. Indes 
.cheinen die Dinge doch etwas anders zu liegen, da Oxalessigsiure nach 
\Vieland unter diesen Umsténden keinen Acetaldehyd liefert. Fiir die Ver- 
haltnisse in der Leber ist seine Feststellung wichtig, daB die von der pflanz- 
lichen Zelle spielend durchgefiihrte Decarboxylierung der Brenztraubensaure 
n der Leber nicht in nennenswertem MaBe vor sich geht, wahrend durch 
das gleiche Gewebe Oxalessigséure leicht und nahezu vollstandig in Brenz- 
traubenséure tibergefiihrt wird. Man hatte also eine in der Leber reichlich 
vorhandene -Carboxylase von einer dort fehlenden a-Carboxylase zu 
trennen. Damit stimmt gut iiberein, daB nach P. Mayers alteren Unter- 
suchungen Lebergewebe aus Oxalessigsiure nur etwa 1 Mol. CO, abspaltet. 
Auch v. Euler und Myrbdck (1), sowie Briggs kommen zu dem SchluBb, 
daB die Leber-Carboxylase nicht auf Brenztraubenséiure wirkt und das 
Auftreten von Acetaldehyd mit dieser nichts zu tun hat. Dann bliebe als 
Umsatzmoéglichkeit der Brenztraubenséure neben der Synthese zu Kohle- 
hydraten (Meyerhof, Lohmann und Meier, Barrenscheen, Baldes und 
Silberstein) nur der Weg iiber Essigsiure bzw. Kohlensiéure iibrig, wie er 
etwa im Luskschen Schema des Kohlehydratabbaues vorgesehen ist. In 
der Tat konnte dieser Abbaumodus mehrfach experimentell nachgewiesen 
werden [Neuberg (2), Karczag und Moczar, Neuberg unil Windisch, 
Toenniessen|. Insbesondere wurde gefunden, daB der biologische Abbau 
der Bernsteinséure zu Essigsiure und Ameisenséure fiihrt (Grey). Auf 
diesem Wege einer intermediaéren Essigséurebildung erklart sich auch die 
Entstehung von Acetessigséure aus Brenztraubenséiure (Embden und 
Oppenheimer) und aus Bernstzinséure [Ohta (2)} in der Leber. 

Wir versuchten uns dadurch Klarheit tiber diese Frage zu ver- 
schaffen, daB wir das orybutyroklastische Fermentsystem auf Fumarsdure 
einwirken lieBen. Es gelang dabei, neben A pfelsdéure und Oxalessigsdure 
Spuren von Brenztraubensdure im Reaktionsgemisch nachzuweisen; 
Acetaldehyd fehlte jedoch véllig (Versuch 12). Ein analog mit Apfel- 
siure durchgefiihrter Versuch ergab ebenfalls keinen Acetaldehyd 
(Versuch 13). Milchsiure fehlte sowohl in diesen beiden, sowie in zwei 
darauf untersuchten Oxybuttersiureansitzen. Auch Ameisensiure 
war nie nachweisbar. Es besteht natiirlich die Méglichkeit, dab bei 
der von uns gewahlten Enzymdarstellungsweise iiberhaupt kein Brenz- 
traubensiure angreifendes Teilferment in den Extrakt tibergeht, aber 
es ist auch nicht ausgeschlossen, dab ein oxydativer Zerfall der Saure 
in Essigsiure -- CO, stattfindet, wovon die Essigsiure erneut Bernstein- 
siure bilden und so den Abbaukreislauf schlieben kénnte. Eins geht 
aus diesen Versuchen mit Sicherheit hervor: die fehlende Acetaldehyd- 
bildung zeigt, daB der im Hauptversuch gefundene Acetaldehyd nicht 
aus der (ohnehin nur spurenweise gebildeten) Brenztraubensdure stammt, 
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sondern, da ein dritter Weg nicht in Frage kommt, durch Dekondensatio 
aus dem intermedidr gebildeten Acetaldol entstanden sein mu. Das is‘ 
fiir die Theorie des Abbaues von Wichtigkeit. 

Der Nachweis der einzelnen Ab- und Umbaustufen der £-Oxy 
buttersiure 14Bt nun auch Schliisse zu iiber die Natur der Fermente., 
die an diesen Umwandlungen beteiligt sind und deren Gesamtheit 
wir oben als ,.oxybutyroklastisches System™ bezeichnet haben. Folgende 
Fermente oder Fermenttypen katalysieren die Oxybuttersaurezerlegung 

1. ein oxydoreduzierendes ,,Ferment des ersten Angriffs* (s. oben) 

2. mindestens ein hydrolysierendes Ferment, das Aldol und Acet 
essigsiure spaltet ; 

3. mehrere (drei) Dehydrogenasen, von denen eine Succinodehydro 
genase direkt nachgewiesen werden konnte; 

4. eine Fumarase (ebenfalls direkt nachgewiesen) ; 

5. eine f-Carboxylase. 

Diese Fermente werden aus dem Leberextrakt durch Ansaéuern gefallt. 
Zwei weitere Hilfsfermente werden durch Ansduern nicht gefallt: 

6. die Aldehydmutase und 

7. ihr Coferment (die Co-Reduktase v. EHulers). 

Hierzu kommt wahrscheinlich noch die bisher nicht sicher nach- 
gewiesene 

8. Alkoholoxydase. 

Unsere Befunde gestatten die Aufstellung eines detaillierten Schemas 
fiir den Abbau der £-Oxybuttersiéure (s. Tabelle I). Wir finden, dab 
die Zerleqgung der Ketonkér per im Organismus im Prinzip iiber die gleichen 
Zwischenstufen verlduft, wie der oxydative Kohlehydrat- und Eiweif- 
abbau. Avetaldehyd und Essigsaure als Anfangs- und Endglieder eines 
geschlossenen Kreislaufs sind die Umschlagszentralen im Stoffwechsel. 

Dadurch, daB es gelang, die Oxybuttersiure mit den Dicarbon- 
siuren und der Brenztraubensiure in Beziehung zu setzen, verliert 
nicht nur die kunstvolle, auf rein chemischen Tatsachen basierte und 
trotz groBer Bemiihungen durch keinen biologischen Befund bestatigte 
(Wigglesworth) Theorie der ,,Antiketogenesis** von Shaffer-Woodyatt 
einen groBben Teil ihrer Bedeutung (vgl. Lusk), sondern die ganze Frage 
miindet damit auch ein in das seit 35 Jahren heiB umstrittene Problem 
der Umwandlung von Fetten in Kohlehydrate. 

Im allgemeinen neigt man heute dazu, eine soleche Umwandlung in 
Fallen von schwerem Diabetes fiir méglich zu halten, wihrend dem Normal- 
organismus diese Fahigkeit von den meisten Forschern (eine Ausnahme 
bildet Geelmuyden) abgesprochen wird, vor allem wohl unter dem Eindruck 
der strikten Ablehnung von Graham Lusk. Die neueste physiologische 
Forschung, insbesondere ausgezeichnete Untersuchungen aus den Instituten 
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n London und Toronto (Burn und Marks, Markowitz, Chaikoff und 
eber u. a.) haben aber wahrscheinlich gemacht, daB auch der gesunde 
irganismus und speziell die Leber betrachtliche Kohlehydratmengen aus 


ttsauren zu bilden imstande ist, und auch unsere Versuche liefern nicht 
wichtige Momente fiir die Mdglichkeit dieses Uberganges. Thannhauser 
wt in seinem Ubersichtsreferat, in dem er diese Méglichkeit ablehnt, 
laB alle Substanzen, deren Abbau iiber eine Dreierkette von C-Atomen 
fiibrt, zur Zuckersynthese befaihigt seien, wahrend alle Substanzen, deren 
\bbau nach der Regel der 8-Oxydation tiber eine Viererkette von C-Atomen 
veht, tiber Acetessigsiure auf nicht geklarte Weise weiter abgewandelt 
wirden, aber jedenfalls nicht imstande waren, Zucker zu bilden. Die Auf- 
findung der Bernsteinséure, von der ein direkter Weg zur Brenztraubensaure 
fihrt, unter den Abbauprodukten der $-Oxybutterséiure zeigt nun diesen 
bisher fehlenden Ubergang von den Viererketten der Ketonkérper zum 


Zucker. 


Thannhauser sagt weiter: ..Wiirde Zucker aus Fettsaéuren entstehen 
kénnen, so miiBten beim Abbau der Fettséuren Aldehyde in Erscheinung 
treten. Aldehyde als Abbauprodukte der Fettséuren sind nach unseren 
heutigen Kenntnissen aber nicht bekannt und mit dem erwiesenen Vorgang 
der B-Oxydation nicht vereinbar. Erst wenn experimentelle Grundlagen 
fir die Bildung von Aldehyden beim Fettséureabbau gewonnen waren, 
wiirde die Méglichkeit gegeben sein, den Vorgang der Fettbildung aus 
Kohlehydraten als reversible Reaktion fiir die Wahrscheinlichkeit der 
Kohlehydratbildung aus Fetten anzufiihren“. Auch dieses Hindernis ist 
beseitigt; wir konnten zeigen, da®8 sich Aldol und Acetaldehyd unter 
den Abbauprodukten der Oxybutterséure finden, ohne daB deren Bildung 
mit dem Vorgang der §-Oxydation kollidiert. Allem Anschein nach besitzt 
die von Porges schon vor fast 20 Jahren ventilierte Hypothese eines Fett- 
siureumbaues zu Zucker tiber Essig- und Bernsteinséure einen gewissen 
Wirklichkeitswert, wenn auch unsere Versuche einen strikten Beweis dafiir 
noch nicht liefern konnten. [Wir méchten hier noch daran erinnern, da® im 
Phlorrhizintier Bernsteinséure, Apfelsaure (Ringer, Frankel und Jonas) 
und Fumarsaéure (Cremer und seine Schiiler) Extraglucose liefern, und daB 
die Gewebe des Ahorns ‘aus Apfelsiure Zucker bilden (Bloor)). 


Il. Experimenteller Teil. 


A. Herstellung der Fermentlésung. 


Etwa 500g Leber von einem frisch geschlachteten Rind werden un- 
mittelbar nach der Entnahme durch Einlegen in eine Pulverflasche, die in 
einer Kaltemischung steht (100 Kochsalz auf 300 Eis) unter Toluolzusatz 
auf — 6 bis — 8° abgekiihlt und méglichst schnell unter gutem Verschlub 
ins Laboratorium gebracht, dort aufgetaut und sofort, spitestens 1 Stunde 
nach der Schlachtung, ungewaschen durch die Fleischhackmaschine ge- 
trieben. Von dem Leberbrei werden etwa 300 g in einer Glasstépselflasche 
in dem fiinffachen Gewicht m/15 sek. Natriumphosphat unter Zusatz von 
2cem Toluol suspendiert und 5 Stunden im Eisschrank stehengelassen. 
In dieser Zeit wird der Flascheninhalt durch vorsichtiges Hinundherbewegen 
der Flasche (nicht Schiitteln!) mehrmals gut durchgemischt. Danach 
werden die Gewebspartikel durch Zentrifugieren vom Saft abgetrennt; 
die auf der Fliissigkeit (nach dem Zentrifugieren) schwimmende gelbe 
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Fettschicht kann durch Abheben mit trockenem Zellstoff leicht entferm 

werden. Der Saft ist jetzt rotbraun, in diinner Schicht gelblich durc!} 

scheinend. Sein pxy-Wert ist nicht mehr der des sekundaren Phosphat 

sondern wesentlich saurer, etwa 7,1. Nach Feststellung seines Volume: 

wird diejenige Menge n/10 Salzséure ausgetastet, die, zu 5cem des Saft 

hinzugefiigt, eben einen sich gut absetzenden feinflockigen Niederschla 

liefert ; bei Erreichung dieses Punktes darf noch keine Rétung mit Methy 

orange eintreten. Das Flockungsoptimum liegt in einem ziemlich en, 
begrenzten py-Bereich bei etwa py 4,8; weiter nach der sauren Seite z 

nimmt die Fallung wieder mehr kolloidalen Charakter an, um dann jenseit 
pu 2 irreversibel in groBen geballten Flocken niedergeschlagen zu werden 
Der verbrauchte Betrag an n/10 Séure wird nun auf das Gesamtvolumer 
des Extrakts und auf 2n Saéure umgerechnet; die so ermittelte Meng: 
2n Salzséure laBt man tropfenweise unter Schwenken in den Saft ein 
flieBen und stellt dann das Ganze in gut verkorktem Kolben in den Eis 
schrank. Nach etwa 12stiindigem Stehen wird der Niederschlag abzentri 
fugiert; die iiberstehende Fliissigkeit, die die Aldehydmutase und ihr leicht 
zersetzliches Coenzym enthalt, wirkt nicht auf Oxybutterséure (Versuch 4a 
und wird verworfen. Der Niederschlag wird an der Zentrifuge fiinfmal! 
mit je 250cem n/100 Natriumcarbonatlésung sorgfaltig ausgewaschen, 
die Ausziige, von denen die ersten noch schwach sauer, die letzten neutral 
reagieren, werden vereinigt, nach Feststellung des Volumens mit Phosphat 
auf py 6,0 gebracht und enteiweiBt. Zu diesem Zwecke wird zu dem Extrakt 
in Portionen von je 5eem kolloidales Eisenhydroxyd (Merck) unter Um 
schwesken so lange zugegeben, bis die nach jeder Zugabe im Filtrat eines 
kleinen Fliissigkeitsteils angestellte Sulfosalicylsiureprobe negativ ausfallt 
Ein UberschuB des Fallungsmittels wird so vermieden. Dann wird filtriert 
und das véllig klare Filtrat an der Gaskette auf einen py-Wert zwischen 
6,8 und 7,1 gebracht. Wird der Extrakt nicht sofort verwendet, so fiillt 
man ihn in eine groBe Biichnerflasche, stellt ein mit Toluol gefiilltes 
Reagenzglas hinein und evakuiert unter Zwischenschaltung eines gut 
gefetteten, vakuumdichten Zweiwegehahnes aus Glas 10 Minuten lang. 
Dann wird der Hahn abgedreht und die Flasche im Eisschrank aufbewahrt. 
Wird das Vakuum mehrfach erneuert, so ist der Extrakt noch nach 3 bis 
4 Tagen wirksam. Infolge des Evakuierens fiillt sich der Gasraum mit 
Toluoldampf, der duBerst kraftig desinfizierend wirkt.  Fliissiges Toluol 
soll mit dem fertigen Extrakt mdéglichst nicht in Beriihrung kommen, 
da es, diesem zugesetzt, zunachst an den Phasengrenzflaichen und beim 
Umschiitteln in der ganzen Fliissigkeit zum Auftreten flockiger Aus- 
scheidungen AnlaB gibt. Die Herstellung des Extrakts soll nicht mehr als 
48 Stunden in Anspruch nehmen. 


Wir benutzten anfangs Extrakte, die in Anlehnung an das Verfahren 
von Jacoby mit Uranylacetat enteiweiBbt waren. In diesen Fallen wurde 
dem mit n/100 Sodalésung gewonnenen Auszug weiter n Sodalésung zu- 
gesetzt, bis eben alkalische Reaktion gegen Lackmus eintrat. Dann wurde 
das Eiwei8 unter Kontrollierung der Sulfosalicylsiureprobe im _ Filtrat 
mit gesattigter Uranylacetatlésung ausgefallt, der Uraniiberschu8 mit 
m/3 Phosphatpuffer von py 7,0 beseitigt, das mit Phosphorséure bis zur 
Rétung von Methylorange angesduerte Filtrat einer vierstiindigen Vakuum- 
destillation bei 45° unterworfen und schlieBlich mit NaOH an derGaskette 
auf die gewiinschte pq gebracht. Aus schon erérterten Griinden haben wir 
weiterhin dieses Verfahren verlassen. 
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Zur Gewinnung der zum Ansatz Ila benutzten Aldehydmutaselésung 
ngen wir so vor, daB wir den bei py 4,8 im Lebersaft erhaltenen Nieder- 
hlag nicht erst nach 12 Stunden, sondern sofort abzentrifugierten und 
0 Stunden 1 Liter des Zentrifugats gegen 3 Liter destillierten Wassers 
alysierten. Die Fermentlésung, die in dieser Zeit einen flockigen Niedet 
hlag abgesetzt hatte, wurde zentrifugiert und der Riickstand, der noch 
nen Teil des oxybutterséurespaltenden Enzyms enthielt, mit dem Haupt- 
weiBniederschlag zusammen weiterverarbeitet. Das Zentrifugat wurde 
wh Brunius mit kolloidalem Eisenhydroxyd gefallt und das Filtrat 

hiervon an der Gaskette auf px 6,8 gebracht. 200 cem Mutaselésung 
50 cem m/20 Acetaldehyd in m 6 Phosphatpuffer (pq 6,8) wurden nach 
Ripper titnert: 





Versuchszeit Acetaldehyd 
Std. mg" 9 
0 37.6 
2 24.3 
4 14.4 
6 89 


Die zugehérige Co-Reduktase, die durch die Fermente des Lebersaftes 
«hnell zerstért wird (Myrbdck, Nilsson), wurde durch das Dialysieren 
abgetrennt und fand sich in der AuBenfliissigkeit vor, aus der sie durch 
Bleiacetatfallung (v. Euler, Myrbdck) in reinerer Form wiedergewonnen 
wurde. Die so erhaltene Lésung verstirkte bei py 6,8 die Wirkung der 
Mutase auf Acetaldehyd um das Neunfache. 


B. Abbauversuche. 


Die in unseren Versuchen verwendete /-Oxybutterséure war anfangs 
ein racemisches Praparat der Firma Kahlbaum, das frei von Acetessigsiure, 
Essigsiure und Aldehyden war. Vor jeder Versuchsserie wurde ein Teil 
der Saure verdiinnt, neutralisiert, an der Gaskette auf die gewiinschte py 
gebracht und ihre Konzentration festgestellt. Spéater stellten wir uns selbst 
nach den Angaben von Wislicenus und Meyerhoj aus Acetessigester und 
Natriumamalgam ein vollkommen rbéines, schén kristallisierendes Natrium- 
d, 1-8-Oxybutyrat her, das unmittelbar den Extraktlésungen zugesetzt 
werden konnte und ebenso abgebaut wurde wie das friiher verwendete 
Handelspraparat. 

Das von uns verwendete |-S-oxybuttersaure Natrium wurde aus dem 
inaktiven Salz durch Spaltung mittels Chinin [Levene und Haller (1)] 
hergestellt; es kristallisierte aus Wasser ohne Schwierigkeit in glinzenden, 
biischelférmigen Nadelaggregaten, die nicht hygroskopisch waren. Seine 
spezifische Drehung war 

1,56. 100 


ce eo 
[8 = 35 55) = — 12.8%. 


Das entsprechende rechtsdrehende Salz wurde ebenfalls nach Leven¢ 
und Haller (2) aus den Mutterlaugen des Chinin-l-8-oxybutyrats gewonnen 
und zweimal aus Wasser umgelést. Es war jedoch trotz gréBter Miihe 
nicht kristallinisch zu erhalten, sondern erstarrte in 4uBerst hygroskopischen 
und zerflieBlichen Krusten, die selbst nach 14tagigem Trocknen im Vakuum 
iiber Schwefelséure noch nicht allen Wassergehalt verloren hatten. Dieser 
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blieb etwa vom achten Trocknungstage an konstant, was auf das Vorlieg: 
einer kristallwasserartigen Bindung hindeutete, und betrug 12,7 bis 13° 
12,5°, Wasser wiirden 1 Mol. Kristallwasser entsprechen. Unter Zugrund 
legung der Formel NaC,H,O, + H,O fiir das d-Oxybutyrat berechnet 
sich die spezifische Drehung des Salzes zu 

+. 0,95. 100 


“5 — -ss.an1, 7 + 7: 


Levene und Haller fanden fiir die freien Saéuren [a]p 24,5 
bzw. + 10,3°. Die Drehung des d-Salzes wurde von uns erstmalig be 
stimmt, die des ]-Salzes betragt — 14,35° nach Magnus-Levy. Im Fall 


unseres Priiparats ist also wiahrend der Darstellung eine  geringfiigigy 
Racemisierung cingetreten. 

Das von uns verwendete Dimethylhydroresorcin (Dimedon) wurcd 
nach Volkholz aus Malonester und Mesityloxyd dargestellt. 

Als Antisepticum diente in allen Fallen schwefelfreies Toluol (Merck), 
0,5cem auf 100cem Ansatz. 

Wir bestimmten die Oxybutterséiure nach dem Verfahren’ von 
van Slyke als Gesamtaceton. Beziiglich der Brauchbarkeit dieser Methoc 
hat Guillaumin durch Vergleiche festgestellt, daB sie anderen tiblichen 
Methoden (u. a. der nach Shaffer-Marriott) weit iiberlegen ist; ander 
Autoren haben das bestatigt. Die neuerdings von Smith gegen sie erhobenen 
Einwande, die darauf basieren, dal gewisse organische Substanzen unte) 
den gleichen Bedingungen wie Oxybutterséure unldsliche Quecksilbe: 
niederschlige ergeben, kommen fiir uns nur insoweit in Betracht, als e- 
sich um Aldol, Acetaldehyd und Brenztraubenséure handelt. Die beiden 
letztgenannten Stoffe werden durch das sofortige Filtrieren der noc! 
heiBen Fliissigkeit eliminiert; daB Aldol als Oxybutterséure mitbestimmt 
wird, ist kein Nachteil, da es ebenso wie die Acetessigsiure ja noch kein 
eigentliches Abbauprodukt ist, und erklart, warum in den Dimedonversuchen 
in denen der Abbau beim Aldol stehen bleibt, kein Versechwinden vo: 
Oxybutterséure festzustellen ist. Zu den Bestimmungen wurde stets so vie! 
Fliissigkeit benutzt, daB die darin enthaltene Oxyséuremenge nicht wenige: 
als 8 und nicht mehr als 30 mg betrug. Der Niederschlag wurde nicht dure] 
Goochtiegel, sondern durch Schottsche Glasfiltertiegel 1 G 3/5—7 filtriert 

Gegenwart von Dimedon stért die Bestimmung nicht. 

AuBer in Versuch 1 wurde stets Rindsleber verwendet. 


Versuch 1. 


150 ¢ Pferdeleber, 1 Stunde nach der Schlachtung mit Quarzsand 
zerkleinert und mit 750cem m/15 sekundéren Phosphats 12 Stunden im 
Eisschrank digeriert. Je 200 cem des kolierten Extrakts wurden an der 
Gaskette auf die gewiinschten py-Werte gebracht und mit 2cem etwa 
0,2 n 8-Oxybutterséure vom gleichen py versetzt. 37°. 





, Ox ‘ 0 
Vessuchessit xybuttersaure in mg-°/, 


Std. Pu 5.5 Pu 6,9 Pu 7,6 
0 18,9 18,8 18.5 
4 19,9 14,2 17,0 

20 20.4 13.7 16.8 


Abbau ...% — 27,1 92 
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Versuch 2. 
67 ¢ Leber, mit 350 cem m/15 sekundiéren Phosphats 5 Stunden bei 
20° extrahiert, sonst wie vorstehend. Zusatz von 4ccm etwa 0,2n Oxy 
uttersdure zu je 100cem. 37°. 





} Oxybuttersaure in mg+°/, 
Versuchszeit > a 





Std. Pu 48° Pu 7,1 Pu 7,9 
0 65.2 66,2 64.8 
3 65,0 64,2 
7 67.0 60,2 67.0 
20 65.4 56.7 67,2 
bem 2... « SS 15.3 


* Ausflockung der Eiweifstoffe 


Versuch 3. 

3152 Leber, nach Jacoby verarbeitet, 6 Tage nach der Schlachtung. 

mm 6,90. 36°. 160 cem Extrakt 20 cem etwa 0,08n Oxybuttersdure 

pu 6,9) 0,5cem x, 20 Stunden mit Sauerstoff bzw. Stickstoff! durch- 
stromt. 





Oxybuttersaure in mg-°/» 


Versuchszeit 
x = Wasser Wasser m/200 Methylenblau 
Std. Gas: O» Ny N2 
0 87.6 87.6 87.6 
5 76.9 76.9 71,0 
20 53.3 56S 28.4 
Ateen . «si % 39,2 35,2 67.6 


Versuch 4. 

Fermentextrakt, mit Uranylacetat enteiweiBt. pq 6,91. 45°. 4 Tage 
nach der Schlachtung vier Ansiatze in Biichnerflaschen, je dreimal evakuiert 
und jedesmal Stickstoff! nachgefiillt. 83 cem (= etwa 50g Leber) Extrakt 

10 cem etwa 0,15n Oxybutterséure (pq 6,9) + x. 





Oxybuttersaure in mgs°/» 





Versuchszeit 05 pm. rt 0,5 m/200 70 mg pee, 
z= 7ecm Wasser *4ehye + O5cem = Methylenblau | eurralisiert une 
Std. (neutrahisiert) + 6,5ccm Wasser neiBem Wasser 
0 128.0 128.0 126.0 126.6 
3 128.0 108.8 101.4 124.3 
6 an 798 119.3 
9 111,2 94,6 38,6 116.8 
24 85D 94.6 21.8 116.8 
Abben .. &Y% 33,4 26.1 82.7 78 


1 Der Stickstoff wurde durch zwei mehrmals erneuerte Vorlagen mit 
Pyrogallolkalium geleitet. 
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Versuch 4a. 


Filtrat der isoelektrischen Fallung (Mutaselésung von der gleich« 
Lésung stammend, mit Uranylacetat enteiweiBt und uranfrei gemacl 
5 Tage nach der Schlachtung. 190 cem 10 cem etwa 0,15 n Oxybutte: 


siure. pH 7,03. 45°. 





Oxybuttersaure 


Versuchszeit 
mgs/o 


Std. 
87.6 

87.6 

92.2 


Versuch 5. 


Siehe unten Ansatz I (Nachweis von Acetaldol). Im Ansatz (350 cen 
Extrakt, 10cem 0,7n Oxybuttersiure, pq 7,03, 0,5 Dimedon in 50 cen 
Wasser) wird zu Beginn und zu Ende des Versuchs der Oxybuttersaéure 


gehalt bestimmt. 





Oxy buttersaure 


Versuchszeit 
mg-°/ 


Std. 
0 177.6 
24 176.7 
Stunden nach de 
Je 80ccm (= etwa 
19cem m/15 Phosphat 


Fermentextrakt gleicher Herkunft wird 60 
Versuchen verwendet. 


Schlachtung zu folgenden 
l cem etwa 0,6 n Oxybutterséure 


25 g¢ Leber) + 
(pu 7,0). Ein Ansatz bleibt lose verkorkt im Brutschrank stehen, der ander: 
geht, wie in Versuch 3 angegeben, 20 Stunden in N,-Atmosphare. py 7,0. 37°. 





Oxybuttersdure in mg+°/ 


Versuchszeit 
Std 


anaerob aerob 
0 53,3 53,3 
20 34, 29,6 
Abbau' ... % 44.5 
In beiden Ansétzen fiel am Ende die Guajakolreaktion auf Brenz- 
traubenséure positiv aus. 
Versuch 6. 
Je 50cem Extrakt (= etwa 16g Leber), 72 Stunden nach der 
Schlachtung, leem etwa 0,5n Oxybutterséure (pq 6,94) + l0cem z. 
pu 6,97. 37°. 


Oxybuttersaure in mg-? 0 








Versuchszeit _ 
pee 50 mg Dimedon, in heiBem 
x = Wasser Wasser gelést und neutralisiert 


0 1, 71,0 
24 5, 68,6 
6, 3,4 


Std. 


Abbau 
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In diesen beiden Ansaitzen wurde mit Hilfe des Jodbindungsvermégens 
ul der Nitroprussidreaktion das Auftreten von Acetessigsdure verfolgt. 


riche 

acl Bei den fiir den Dimedonansatz gegebenen Jodwerten ist der Betrag des 

atte vom Dimedon allein gebundenen Jods (2 At. Jod auf 1 Mol. Dimedon 
bzw. auf 44 Mol. Aldehyd-Dimedonverbindung) bereits in Abzug gebracht. 





Mit Dimedon 


Ohne Dimedon 








Versuchszeit ““Verbrauchte n/100 | ~ Verbrauchte 1/100 | | 
Jodlésung auf 10 ccm Nitroprussid- Jodlésung auf 10 ccm Nitroprussid- 
. reaktion reaktion 
Std. com com 
0 0,02 — 0,05 
3 0,63 - - 
24 0.65 4. 0.02 
been 
) een Versuch 7. 
aure Je 100cem Extrakt (= etwa 40g Leber), 72 Stunden nach de 
Schlachtung, pq 6.85. Dazu x mg Natrium-d,1-f-oxybutyrat. 37°. 
Versuchszcit Oxybuttersaure in mg-°/9 
Std. es Omg 500 mg 
0 35.4 378.6 
24 22.6 352.6 
det Abbau ... % 36,2 6,9 
etwa 
phat 
dere Versuch 8. 
37°. Je 49ccem Extrakt (= etwa 20g Leber), 50Stunden nach der 
Schlachtung, pq 6,85 leem x + 100 mg Natrium-d, 1-8-oxybutyrat. 37°. 
Oxybuttersadure in mg-°/, 
Versuchszeit : Tr oo 
m/10 NaCN 10 °/5 Glucose Phosphatp. 
x= inFhospbatp. in Phosphatp. m/3 8 pial Py 6,9 
Std. Py 6.9 Pu 9 Pu ® Ansatz aufgekocht 
0 145.5 145.8 145.5 146.2 
9 9 96 38.0 
ens- : 24 1420 120,2 112.6 138, 
Abbau .. % 24 17,5 22.6 5,6 
’ Versuch 9. 
der 
n @. Je 100 cem des gleichen Extrakts, 55 Stunden nach der Schlachtung, 
pu 6,85 + 125mg Natrium-l- bzw. -d-f-oxybutyrat (beide je 6 Tage im 


Vakuum iiber H,SO, getrocknet). 37°. 





Oxybuttersaure in mge®/, 


Versuchszeit its . _ 
Std. leOxybutyrat d-Oxybutyrat 
0 118.4 104.0 
24 104,1 hy 
Abbee ... % 12,1 86,3 
4 


Biochemische Zeitschrift Band 200. 
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Versuch 10. 
Je 45cem Extrakt (= etwa 15@ Leber), 50 Stunden nach de 


Schlachtung, py 6,81 + 90 mg Natrium-l-, d-, -d,l-oxybutyrat. Die Salze 


waren 20 Tage im Vakuum iiber H,SO, getrocknet. 37°. 





Versuchszeit Oxybuttersaure in mg-° 
Std. l-Oxybutyrat d-Oxybutyrat d, Ox ybutyrat 
0 170,4 147,5 171,6 
24 150.3 60,2 127,8 
Bees . «ws F 11,8 59,2 25,5 


Versuch 11. 
Entfarbungsversuch mit Methylenblau. Je 5cem Extrakt, 50 Stunden 
nach der Schlachtung, pq 6,95 + 0,5 cem m/2000 Methylenblau + 0,5 cem 4 
im Thunberg-Rohrchen!, 3 Minuten evakuiert. 23° 2 





0,25 n Oxybuttersaure 0,1 °/9 Hypoxanthins letri 
Py 7.03 lésung ° m/10 Natriumsuccinet 
Entfarbungs- | In 24 Stunden In 24 Stunden 2 Stunden 
zeit | nicht entfarbt nicht entfarbt 30 Minuten 


* 25mg Hypoxanthin wurden unter Zusatz von 1 Tropfen 10°/,iger KOH in 25 ccm 
Wasser gelést. 

Versuch 12. 

200 ccm Extrakt (= etwa 75 g Leber), 70 Stunden nach der Schlachtung, 
pu 6,91 + 20 ccm 0,05 mol. Natriumfumarat. 37°. Zu Beginn und zu Ende 
der Digestion werden gepriift: 1. die Guajakolreaktion auf Brenztrauben- 
saure; 2. die Eisenchloridreaktion auf Oxalessigsiure. Zu 10 cem werden 
so viel Tropfen verdiinnter FeCl, zugesetzt, als nétig sind, um die vor- 
handenen Phosphate zu entfernen, dann schnell zentrifugiert und noch 
1 Tropfen FeCl, zugegeben. Gegebenenfalls entwickelt sich in 5 bis 10 Mi- 
nuten eine schwache Rosafarbung; 3. die optische Aktivitaét mit und ohne 
Molybdatzusatz. 10cem werden einmal mit 8cem Wasser, ein anderes 
Mal mit 4cem 28,4°%igem Ammoaiummolybdat, 1,5cem Eisessig und 
2,5cem Wasser versetzt und die erste Probe sofort, die andere nach zwei 
stiindigem Stehen im Dunkeln polarisiert (im 2,2-dm-Rohr). 





Versuchszeit at . at) 
Guajakolreaktion  Eisenchloridreaktion = 
Std. Ohne Molybdat Mit Molybdat 
0 - — + 0,02° + (),02° 
24 rs 4. +- 0,02° + 0,14° 


Im Destillat des Restes ist nach der unten angegebenen Methode kein 
Acetaldehyd nachzuweisen. 
Versuch 13. 
200 cem des gleichen Extrakts, 76 Stunden nach der Schlachtung, 
+ 20cem 0,05 mol. Natrium-l-malat. Nach 24 Stunden im Vakuun 
destilliert, im Destillat kein Acetaldehyd nachweisbar. 


1 Die Réhrcehen waren nach den Angaben von Ahlgren (2) hergestellt und 
auf das Vermégen gepriift, ein Vakuum von 15mm 24 Stunden zu halten 
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C. Nachweis und Isolierung von Abbauprodukten. 


1. Nachweis von Acetaldol. 


Ansatz I. In Biichnerflasche 350 ccm Fermentextrakt (= etwa 100 ¢ 
Leber), 48 Stunden nach der Schlachtung, + 10 cem etwa 0,7 n Oxybutter- 
siure (px 7,02) + 0,5g Dimedon, in 50cem heiBen Wassers gelést und 
neutralisiert. Ein Reagenzglas mit Toluol wird hineingestellt und die 
Flasche evakuiert. py 7,03. 37°. Versuchsdauer 24 Stunden. In dieser 
Zeit kein Abbau (s. Versuch 5). 

Nach 20 Stunden ist der anfangs klare Ansatz wolkig getriibt. Nach 
Beendigung der Digestion wird eine Probe von etwa 5ccm zentrifugiert, 
wobei sich die tiberstehende Fliissigkeit klart. Das Sediment ist in Ligroin 
inléslich und erweist sich bei mikroskopischer Betrachtung als aus kleinsten 
Kristalldrusen bestehend. Die Hauptmenge des Ansatzes wird im Vakuum 
bei 50° auf 150 ccm eingeengt, im Schiitteltrichter dreimal mit je 150 cem 
\ther extrahiert, der Ather bei niederer Temperatur langsam abgedunstet, 
der Riickstand in 15 ccm absolutem Alkohol aufgenommen, von ungelésten 
Verunreinigungen (Spuren von Fett) schnell durch ein kleines aschefreies 


' Filter abfiltriert und die klare Lésung sofort mit Wasser verdiinnt, wobei 


sogleich eine milchige Triibung auftritt. Die Verdiinnung wird fortgesetzt, 
bis das Volumen 150ccm betragt, und das die Fliissigkeit enthaltende 
Becherglas fiir 2 Tage in den Eisschrank gestellt. In dieser Zeit ballen sich 
die triibenden Partikel zu weiBen Flocken zusammen; diese werden ab- 
zentrifugiert, an der Zentrifuge zweimal mit Wasser gewaschen, auf einem 
geharteten Filter gesammelt und im Faust-Heimschen Apparat getrocknet. 
Die Substanz war in Ligroin nicht merklich léslich und schmolz ziemlich 
scharf bei 170 bis 171°, nachdem sie von 145° an zusammengesintert war. 
Sie stimmte in allen ihren Eigenschaften véllig iiberein mit der von Fricke 
beschriebenen Dimedonverbindung des Acetaldols. Die Ausbeute betrug 
etwa 120 mg, entsprechend etwa 30 mg Acetaldol. 

Der durch Destillation vom Acetaldehyd befreite Hauptanteil des 
Ansatzes II (s. unten) gab weder nativ noch nach dem Einengen die 
Rimini-Reaktion, enthie!lt also kein Aldol mehr. 


2. Nachweis der Acetessigsdure. 

Er erfolgte mit Hilfe der Nitroprussidreaktion und des Jodbindungs- 
vermégens (s. oben, Versuch 6). Die Saure kann auch durch das Verfahren 
von van Slyke nachgewiesen werden ; jedoch bilden sich stets nur so minimale 
Niederschlagsmengen, daB eine Wagung nicht mdglich ist. 


3. Nachweis von Acetaldehyd; Priifung auf Aceton, 
Athyl-'und Isopropylalkohol. 


Ansatz II. 350 ccm Extrakt (= etwa 110g Leber), 58 Stunden nach 
ler Schlachtung, py 6,94, +- 10 cem etwa 0,7 mol. Oxybutterséure, py 7,03, 

1,5cem m/200 Methylenblau. In der Biichnerflasche Reagenzglas mit 
Toluol. Evakuiert. 36°. Versuchsdauer 36 Stunden. Nach Ablauf dieser 
Zeit ist der Ansatz noch véllig klar und nicht entfarbt; im Sediment nur 
vereinzelte Bakterien. In 24 Stunden 49°, Abbau. 

Der Ansatz wird am Ende der Versuchszeit mit wasserfreiem Na,CO, 
bis zu Zehntelnormalitat versetzt. Dann wird unter Zwischenschaltung 
zweier Vorlagen im Vakuum bei 50° destilliert; die erste Vorlage steht in 


4* 
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einer Kaltemischung und ist mit etwas destilliertem Wasser beschick 
die zweite enthalt ein kleines Reagenzglas (am besten ein spitzes Zent) 
fugenglas) mit etwa 5ccem 1 %iger Nitroprussidnatriumlésung, in die das 
zur Kapillare ausgezogene Zuleitungsrohr eben eintauchen soll. Unmittelbar 
vor Beginn der Destillation werden zu dieser Lésung 3 Tropfen 33 °cigen 
Diaithylamins (Merck) zugesetzt. Wenige Minuten nach Beginn de: 
Destillation schligt die gelbbraune Farbe der Fliissigkeit in dieser zweiten 
Vorlage iiber Dunkelgriin in ein tiefes Blau um. Dadurch ist die Anwesen- 
heit von Acetaldehyd erwiesen; Aldol kommt nicht in Frage, da es bei 50" 
noch nicht iibergeht und iiberdies in der ersten eisgekiihlten Vorlage zuriick- 
gehalten werden wiirde. Die Destillation wird fortgesetzt, bis in der ersten 
Vorlage etwa 100 cem Destillat vorhanden sind. Diese 100 cem werden mit 
Sodalésung schwach alkalisch gemacht und nochmals unter Atmospharen 
druck destilliert, bis ein Fiinftel iibergegangen ist. Aceton und Athy!- 
alkohol miiBten in diesem Destillat vorliegen, falls sie beim Abbau de: 
Oxybutterséure entstehen. Die sehr empfindlichen Acetonreaktionen nac! 
Denigés und Frommer waren jedoch negativ. Zum Nachweis von Athy! 
alkohol kochten wir den Hauptteil des Destillats mit 20 cem einer Lésung 
von 0,2g p-Nitrobenzoylchlorid in Toluol unter dem RiickfluBkiihle: 
(Buchner und Meisenheimer), hoben die Toluolschicht ab, machten mit Soda 
alkalisch und schiittelten mit viel Ligroin aus. Das Ligroin wurde ab- 
gedunstet und der sehr sparliche Riickstand mit Ather ausgekocht. Beim 
Verdunsten des Athers, der den eventuell gebildeten p-Nitrobenzoesaéure- 
éthylester hatte aufnehmen miissen, hinterblieb kein Riickstand. Alkoho! 
war also in nachweisbaren Mengen nicht vorhanden. 

Wir konnten in zwei weiteren Versuchen diese Ergebnisse bestatigen 
In dem einen davon wurde ein Ansatz verarbeitet, der nur einen Oxybutter- 
siureabbau von 18% aufwies; die Riminireaktion im Destillat trat in 
diesem Falle nicht sofort, sondern ganz allmahlich auf und fiihrte nur zu 
einem dunkelblaugriinen Farbton; hier war also nur spurenweise Acet 
aldehyd entstanden. Uber den Acetaldehydgehalt mutasehaltiger Ansatz: 
siehe unten, Ansatz IIIa und b. 

Athylalkohol lieB sich auch in zwei weiteren Versuchen nicht nachweisen, 
weder durch Nitrobenzoylchlorid noch durch die Bichromatprobe. Auc! 
die Jodoformprobe war negativ. Aceton fehlte stets. In einem Falle ve1 
arbeiteten wir das Destillat nach der Vorschrift von Rae auf Isopropy! 


» 


alkohol, ebenfalls mit ganzlich negativem Erfolg. 


4. Nachweis einer fliichtigen Sdure (Essigsdure ?). 

Der Hauptanteil des Ansatzes II wird nach der Destillation mit 
Phosphorsaure (d 1,7) gegen Methylorange angeséuert und unter Zwischen- 
schaltung einer mit 50 ccm n Sodalésung beschickten Vorlage einer zwei 
stiindigen Vakuumdestillation im Wasserdampfstrom nach Welde bei 60 
unterworfen. Danach wird der Vorlageninhalt bei vermindertem Druck 
zur Trockne eingedampft, mit 96°%igem Alkohol ausgekocht, das Filtrat 
wieder verdampft, der Verdampfungsriickstand in heiBem  absoluten 
Alkohol aufgenommen und das Filtrat eingedampft. Dieser ProzeB wird 
noch zweimal wiederholt und der letzte Riickstand mit etwas 5 °%iger 
Salpeterséure aufgenommen, mit NaOH gegen Neutralrot neutralisiert 
und fraktioniert nach Edelstein und v. Csonka mit 2n Silbernitrat gefallt. 
Die ersten beiden Fraktionen (0,2 + 0,3 cem AgNO,) gaben einen gelblich- 
weiBen Niederschlag, der abfiltriert wurde und sich beim Stehen iiber Nacht 





hick 
entry: 
ie das 
ttelbar 
OD igen 
1 de 
weiten 
VES!) - 
ei 50° 
riick- 
ersten 
nm mit 
laren 
Athy!- 
uu der 
) nach 
Athy!- 
Osuny 
<tihle: 
Soda 
le ab- 
Beim 
séure- 


Ikoho! 


tigen 
utter- 
rat in 
ur Zu 
Acet 
asat z+ 


eisen, 
Auc! 
e vel 
ropy! 


mit 
schen- 
zwe'- 
ei 60 
Druck 
‘iltrat 
yluten 
) wird 
%iger 
lisiert 
efallt. 
blich- 
Nacht 


Abbau der $-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. I. 53 


« hwarzte; er bestand gréBtenteils aus a-crotonsaurem Silber. Die dritte 
fraktion (0,7 cem) gab keine Fallung, die vierte (1,0 cem) eine Triibung, 
sich beim Stehen in kleinen, sich nicht schwarzenden Fiocken absetzte. 
Diese wurden abzentrifugiert und bei 60° getrocknet; die geringe Menge 
12 mg) lieB eine nahere Identifizierung nicht zu. Die Falhung léste sich 
beim Erwarmen mit 2 cem Wasser leicht auf. Diese relative Leichtléslichkeit 
weist auf das Vorliegen von Silberacetat hin. Oxybutterséure, die ebenfalls 
mit Wasserdampfen fliichtig ist, bildet ein noch leichter lésliches Ag-Salz ; 
Ameisenséiure konnte in zwei weiteren Versuchen durch das negative 
Resultat einer Aufarbeitung des Destillats nach Fincke (Kochen mit HgCl, 
Natriumacetat und Priifung auf Kalomel) ausgeschlossen werden, 
In einem weiteren Versuch konnte ebenfalls ein leichtlésliches Silber- 
salz einer fliichtigen Séure in minimalen Mengen (etwa 10 mg) isoliert 

werden. 

5. Nachweis von 1,3- Butylenglykol. 

Zwei Parallelversuche mit Fermentextrakten gleicher Herkunft und 
gleichen Alters wurden folgendermaBen angestellt : 

Ansatz Illa. 500cem Extrakt (= etwa 150g Leber), py 6,81 

400 ccm Mutaselésung, aus der gleichen Leber hergestellt, py 6,86, 
60 Stunden nach der Schlachtung, + 10g Natrium-d, l-f-oxybutyrat 
2cem m/200 Methylenblau. Reagenzglas mit Toluol, evakuiert.- 37°. 

Versuchsdauer 36 Stunden. Abbau 51%. 

Ansatz IIIb. Wie Illa, nur statt der Mutaselésung 400 cem Phosphat- 
puffer (m/15), px 6,83. 

Ansatz Illa ist nach 12 Stunden entfairbt, IIIb nach 36 Stunden 
nicht entfarbt. Im Destillat von ITTb laBt sich nach dem oben angegebenen 
Verfahren Acetaldehyd nachweisen; in dem von Illa nicht. In keinem 
der beiden Ansatze findet sich Athylalkohol. 


Bei der weiteren Verarbeitung gingen wir unter Benutzung der 


Angaben von Binder-Kotrba so vor: 


Die Ansaétze wurden mit Schwefelséiure schwach angesdiuert, im Va- 
kuum bei 50° eingedampft, der Riickstand mit 96 °,igem Alkohol griindlich, 
durchgeknetet, das Filtrat im Vakuum bei 35° eingedampft, in absolutem 
Alkohol aufgenommen, filtriert und wieder bei 35° eingedampft. Der 
Riickstand wird mit geséttigter Calciumhydroxydlésung neutralisiert, 
wieder im Vakuum eingedampft und eine zweimalige Alkoholextraktion 
wie oben angeschlossen. Der dann resultierende glasige Riickstand wird 
dreimal mit je 50 cem wasserfreiem Aceton unter Erwairmen durchgeriihrt ! 
und das durch ein gehartetes Filter gegebene Aceton bei 35° verdunstet. 
Beim Ansatz IIIb hinterblieb auBer einer Spur Methylenblau kein Riick- 
stand, bei IIIa eine sehr sparliche Fliissigkeitsmenge, die nur den Boden 
des GeféiBes benetzte, aber auch durch Erhéhung der Temperatur auf 65° 
im Vakuum nicht zum Verschwinden zu bringen war. Nach sorgfaltiger 


1 An dieser Stelle kam als Fehlerquelle die Méglichkeit eines durch 
carboligatische Synthese bedingten Vorhandenseins von 2, 3-Butylenglvkols 
in Frage. Da wir aber in zwei Vorversuchen mittels der sehr empfindlichen 
Methode von Lemoigne in der Modifikation von Kiuyver, Donker und 
Visser t Hooft keine Spur von Acetoin und 2, 3-Butylenglykol nachweisen 
konnten, glaubten wir, diese Eventualitaét auBer acht lassen zu diirfen. 
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Entfernung der letzten Wasserspuren aus dem Kolbenhals wurden 2 c 
a-Naphthylisocyanat einpipettiert, mit einem Glasstab der Boden dex 
Kolbens gerieben, ein mit Chlorcalcium gefiilltes Reagenzglas hineingeste'!!| 
und der Kolben 20 Minuten auf dem kochenden Wasserbade erhitzt, woly 
sich an den Kratzstellen einzelne kleine Kristalle absetzten. Der Kolber 
dessen Miindungen gut verschlossen wurden, blieb dann 24 Stunden stehe 
Der inzwischen erstarrte Inhalt wurde 30 Minuten mit etwa 400 cem Ligroi 
ausgekocht, der ungeléste Di-a-naphthylharnstoff abfiltriert und der Extrak: 
auf etwa ein Zehntel eingedunstet. Beim Erkalten triibte sich die Fliissiy 
keit und schied nach kurzem Stehen im Eisschrank kleinste weiBe Krista 
biischel aus. Die Menge dieser Kristalle vermehrte sich beim Stehen iibe: 
Nacht nicht. Die mit etwas Ligroin gewaschene Substanz war in warmer 
Alkohol léslich und schmolz scharf, aber unter Braunung bei 153°. Offenba; 
lag hier das von Neuberg und Kerb beschriebene Di-a-naphthylurethan des 
1, 3-Butylenglykols vor. Leider konnten wegen Substanzmangels weiter 
Identitaétsreaktionen nicht ausgefiihrt werden. Die dekantierte Ligroin 
mutterlauge, die noch etwas unverandertes Isocyanat enthielt, schied b: 
weiterem Eimengen nur noch Dinaphthylharnstoff aus. 


6. Nachweis und Isolierung von Bernsteinsdure. Fumarsdure 
und A pfelsdure. 


Die Charakterisierung der Dicarbonséuren stie8 auf groBe Schwierig 
keiten methodischer Art. Battelli und Stern, die als erste auf das Vorhande: 
sein dieser Séuren in Tiergeweben hinwiesen, arbeiteten mit einem héchst 
unzulainglichen Verfahren (einfache Blei-Barytfaillung) und konnten kein 
Beweise dafiir erbringen, daB die von ihnen isolierten Salze auch wirklich. 
reine Fumarate und Malate waren. 2 Jahre spiter konnte Einbeck (| 
durch zweimalige Atherextraktion, Baryt- und Silberfallung Bernsteinséur 
aus Muskulatur isolieren, vermochte aber nicht, die begleitende Apfelsaur 
von ihr vollstaéndig abzutrennen. Erst 1924 gab D. Moyle-Needham (| 
ein brauchbares Verfahren der Bernsteinséurebestimmung an, das gut 
Ausbeuten lieferte und die stérende Interferenz der Apfelsiure durch di: 
schon von Einbeck versuchsweise verwendete, aber wieder verlasser 
Permanganatoxydation beseitigte. , Ein Fehler der Methode war, daB si: 
die Fumarsaure nicht beriicksichtigte. Fiir die Bestimmung dieser Saéur 
existierte bis vor kurzem nur ein Verfahren von Einbeck (2) (Silberfallung 
in saurem Milieu), das mit sehr groBen Verlusten arbeitete. Ganz neuerdings 
haben Hahn und Haarmann einen Weg angegeben, der die Abtrennuny 
der Fumarséure von den anderen Dicarbonsaéuren auf Grund ihrer elektive: 
Fallbarkeit mit Mercuronitrat in saurer Lésung gestattet. Inzwische: 
hatte D. Moyle-Needham ihr Verfahren zu einer quantitativen Bestimmung 
aller drei Séuren nebeneinander ausgebaut. Sie bestimmt die Gesamtheit 
der Sauren als Silbersalze, ermittelt den Betrag der Apfelsaiure polarimetrisc! 
und den der Fumarséure rein rechnerisch zu 50°, der gefundenen Apfe! 
siure. Die Bedenken gegen die Art der Fumarséurebestimmung liegen 
auf der Hand, um so mehr, als auch die polarimetrische Ermittlung de: 
Apfelsiure ganz ungenaue Resultate liefert. Die Tatsache, daB Ura: 
und Molybdansalze die spezifische Drehung der Apfelsiure enorm steigern. 
ist vielfach zur Bestimmung dieser Séure benutzt worden. Eine Durchsicht 
der Literatur zeigt jedoch, daB die einzelnen Forscher ihren Messunge: 
ganz verschiedene Drehungswerte zugrunde gelegt haben, wodurch da- 
ganze Verfahren ziemlich illusorisch wird. So gibt Ohta (1) 515°, Dakin (4 





| 2c 
en ces 
geste 

, wobe) 
Colbe: 
stehe: 
Ligro ! 
ixtrak: 
‘liissiy 
Trista 
n libe 
arme! 
ffenba: 
an des 
weiter 
jigroin 
ied be 


wierig 
ander 
héchst 
j keine 
rkliche 
eck (1 
nsaéurs 
lsaéure 
uam (1 
Ss gute 
ch dik 
lassen 
aB si 
Saurr 
allung 
dings 
nnuny 
ktiven 
‘ischen 
amung 
mtheit 
atrise! 
Apfe! 
liegen 
ig ck T 
Uran 
“igern., 
hsicht 
unge! 
h das 
kin (4 


Abbau der f-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. I. 


id Chutterbuck 482 bis — 485°, Auerbach und Kriiger 700° fiir die 
Urandpfelséure an; die letzteren weisen ausdriicklich darauf hin, daB die 
Drehung oberhalb Zehntelmolaritét mit steigender Konzentration sinkt, 
ind daB Gegenwart anderer organischer Saéuren empfindlich stért. Damit 
sind schon zwei Fehlerquellen gekennzeichnet; eine dritte liegt in der 
Neigung der aktiven Saure, sich wahrend der Reinigungsmanipulationen 
zu racemisieren. Bei der Molybdandapfelsiure liegen die Verhaltnisse 
ahnlich (Mackenzie und Plenderleith +- 568°, Dakin (4) +- 695°, Auerbach 
und Kriiger maximal + 1020°); fiir sie hat neuerdings Darmois und seine 
Mitarbeiter in ausgedehnten Versuchsreihen gezeigt, daB die Drehung 
bei px 3,6 ihr Maximum hat und bei staérkerer Aziditaét oder Alkalinitat 
rapide abnimmt, da®B ferner die Anwesenheit von Neutralsalzen und or- 
ganischen Séuren sowie Temperaturverinderungen die Drehung aufs 
starkste beeinflussen. Daraus ergibt sich, daB die polarimetrische Methode 
fiir die Apfelsiurebestimmung in biologischem Material nicht in Frage 
kommt; brauchbar ist sie allein fiir den qualitativen Nachweis der Saure. 

Die besondere Kompliziertheit der Verhaltnisse, unter denen wir 
arbeiteten, war dadurch bedingt, daB die Dicarbonséuren nicht nur von- 
einander, sondern auch von der unabgebauten Oxybutterséure und der 
aus ihr durch die Aufarbeitung gebildeten a-Crotonséure zu trennen waren. 
Besonders die Entfernung der letzteren machte groBbe Schwierigkeiten. 
SchlieBlich gelang es aber, dadurch die Saéuren einzeln zu erfassen, daB 
wir zuerst die Fumarsiure nach Hahn und Haarmann' als Mercurosalz 
isolierten und dann die Crotonséure in Form ihres in Wasser leicht léslichen 
und dureh Alkohol daraus nicht fallbaren Bariumsalzes ( Beilstein, Wiegand) 
von der schwer léslichen Bariumsalzen der Bernstein- und Apfelsdiure 
(Iwig und Hecht, Duboux und Cuttat) abtrennten. Die |-Apfelsiure wurde 
an der Rechtsdrehung ihres Mo-Komplexsalzes erkannt; da ihre Menge 
zur Isolierung nicht ausreichend schien, wurde sie nach von der Heide und 
Steiner wegoxydiert und die Bernsteinséure iiber das Silbersalz zur Dar- 
stellung gebracht (unter Benutzung des Verfahrens von Moyle-Needham). 
Unser Vorgehen war folgendes: 

Der angesiiuerte Hauptriickstand des Ansatzes II (s. oben) wird 
neutralisiert, im Vakuum bei 60° eingeengt, bis der Inhalt auszukristalli- 
sieren beginnt, und so viel Wasser zugegeben, als nétig ist, um die Kristalle 
wieder in Lésung zu bringen. Dann wird gesiéttigte Mercuronitratlésung 
so lange zugefiigt, bis eine Probe auf weiteren Zusatz des Fallungsmittels 
keinen Niederschlag mehr gibt, filtriert, das Filtrat gegen Neutralrot genau 
neutralisiert, auf 50 ccm eingeengt, wieder filtriert und das jetzt praktisch 
methylenblaufreie Filtrat durch Zugabe der berechneten Menge HNO, 
(d 1,4) auf 5°,ige Konzentration gebracht, zum Sieden erhitzt und 25 cem 
heiBe Mercuronitratlésung (10°, HgNO, + 4% H,O in 5% iger HNO,) zu- 
gesetzt. Da nach dreistiindigem Stehen noch keine Kristallabscheidung 
erfolgt, wird nach Feststellung des Volumens im Vakuum auf etwas weniger 
als zwei Drittel eingeengt, durch Zugabe einer auf zwei Drittel berechneten 
Menge NaOH (30°,) wieder eine Konzentration von 5°, HNO, her- 
gestellt, zum Kochen erhitzt, und noch 5 cem Mercuronitratlésung zugefiigt. 
Sogleich beim Erkalten setzen sich, wenn man den Boden des Gefaibes 


1 Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Professor Hahn in Miinchen 
fiir die liebenswiirdige Uberlassung der Methode vor ihrer definitiven Ver- 
6ffentlichung verbindlichst danken. 
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mit einem abgebrochenen Glasstab reibt, an den Kratzstellen kleinst: 
gelblichweiBe, glinzende Kristalle ab; beim Stehen im Eisschrank bedeck: 
sich im Laufe einer Stunde der ganze GefaBboden mit Kristallsediment, 
zum Teil in Gestalt langer glanzender Nadeln. Der Niederschlag wird 
abgesaugt, mit heiBer 7°%iger Salpetersiure gewaschen, wobei etwa 
mitausgefallenes Natriumnitrat und crotonsaures Quecksilber in Lésung 
geht, und in 20° iger Salpeterséure unter Umriihren und geringem An 
wirmen gelést. Die Lésung wird mit NaCl vom Quecksilber befreit, neu 
tralisiert, 1 Stunde stehengelassen, wieder filtriert und mit 20 igen 
Silbernitrat gefallt. Nach zwédlfstiindigem Stehen im Ejisschrank wird 
der Silberniederschlag abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, dann in 
warmem Wasser suspendiert, mit H,S zersetzt, das Filtrat hiervon dure! 
einen Luftstrom vom H,S8 befreit und auf dem Wasserbad eingedampit. 
Der Riickstand wird unter dem RiickfluBkiihler bei guter Kiihlung mit 
250 cem Alkohol-Ather (1:1) 3 Stunden ausgekocht und dieser abgedunstet. 
Es hinerbleibt ein weiBes Pulver, das in Wasser unldslich ist, bei etwa 
200° sublimiert und im geschlossenen Réhrchen bei 280 bis 282° schmilzt 
Bei Zusatz authentischer Fumarséure andert sich der Schmelzpunkt nicht. 
Wird die Substanz einige Minuten mit Wasser gekocht, so gibt die Fliissig- 
keit die Jodoformreaktion. Die Lésung der Substanz in Alkali entfarbt 
Permanganat sofort. Es liegt also Fumarsdure vor. 


Das Filtrat vom Mercurofumarat wird mit NaCl vom Hg befreit und 
Natronlauge zugesetzt, bis eben gegen Lackmus alkalische Reaktion ein- 
tritt, wobei noch Spuren von HgO ausfallen. Nach 1 Stunde wird filtriert 
und das Filtrat mit konzentrierter H,SO, auf 10°,ige Saurekonzentration 
gebracht, fiinfmal je mit dem dreifachen Volumen Ather 15 Minuten lang 
geschiittelt und dann noch 24 Stunden im Soxhlet mit dem fiinffachen 


Volumen Ather extrahiert. Zu den vereinigten Atherextrakten werden 
20 ccm Wasser gegeben, der Ather abgedunstet, der wasserige Riickstand 
filtriert, das Filter mehrmals mit wenig Wasser gewaschen, Waschwisser 
und Filtrat vereinigt. Diese Lésung wird mit so viel gesattigter Barytlésung 
versetzt, bis innerhalb von 2 Minuten keine Triibung mehr auftritt, und 
sofort filtriert, das Filtrat auf dem Wasserbad auf ein Drittel eingeengt, 
der ausgefallene Niederschlag mit etwas verdiinnter HNO, zur Lésung 
gebracht, der Baryt mit Natriumsulfat unter Vermeidung eines Uber- 
schusses ausgefallt, filtriert, mit n NaOH neutralisiert und wieder filtriert. 
Alle Niederschlage werden mit kochendem Wasser gut gewaschen und die 
Waschwasser mit den Filtraten vereinigt. Die Lésung wird jetzt im Vakuum 
auf 40 ccm eingeengt, mit 40 ccm absoluten Alkohols versetzt und filtriert, 
der Riickstand zweimal mit 50°%igem Alkohol nachgewaschen, die ver- 
einigten Filtrate mit 5cem 20°%iger AgNO, gefallt und 12 Stunden im 
Eisschrank stehengelassen. Dann wird der Silberniederschlag abzentri- 
fugiert, mit 75%igem Alkohol gewaschen, in etwa 50 ccm n/100 Schwefel- 
siure suspendiert, mit H,S vom Silber befreit und der H,S im Filtrat 
abgeblasen. Die Lésung wird gegen Neutralrot neutralisiert und auf dem 
Wasserbad bis auf 10ccem eingeengt. Dann werden 10cem absoluten 
Alkohols zugesetzt und unmittelbar darauf 5ccem einer 50° igen Lésung 
von Bariumbromid (BaBr, + 2H,O) in 50°,igem Alkohol, unter Um- 
rihren kurz aufgekocht und dann 24 Stunden im Eisschrank stehen- 
gelassen. Die Abscheidung der Salze wird durch Reiben der Becherglas- 
wande mit einem abgebrochenen Glasstab beférdert. Die Bariumsalze der 
Bernstein- und Apfelsaéure scheiden sich in glasglanzenden Tafeln, teilweise 
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blatt- und federartige Aggregate ab. Nach 24 Stunden wird auf 
nem Glasfiltertiegel abfiltriert, zweimal mit 5ecem 90°,igen Alkohols 
gewaschen und 1 Stunde bei 90 bis 100° getrocknet; Ausbeute 306 mg. 
Der Niederschlag wird in 15 cem 10 %iger HNO, unter gelindem Erwirmen 
gelést, das Ba durch gesattigte Na, SO,-Lésung entfernt. Dann wird gegen 
Lackmus neutralisiert und auf dem Wasserbad auf 20 ccm eingeengt. 
Zur Halfte davon werden 10cem 2n H,SO, zugesetzt und diese Lésung 
zum Kochen erhitzt, dann wird aus einer Biirette n/100 K MnO, zuflieBen 
gelassen, bis keine augenblickliche Entfarbung mehr = stattfand. Der 
Permanganatverbrauch betrug 4,7 ccm. Die andere Halfte der Fliissigkeit 
wird nach Verdiinnung auf 18 ccm im 2,2-dm-Rohr polarisiert; sie war 
optisch inaktiv. Sie wurde dann auf dem Wasserbad auf die Halfte ein 
geengt, nach Zugabe von 4ccem 28,4°,igem Ammoniummolybdat und 
1.5cem Eisessig und Auffiillung auf I8ccm (pq etwa 4) 2 Stunden im 
Dunklen stehengelassen und wieder polarisiert. Es ergab sich jetzt eine 
schwache Rechtsdrehung von + 0,11°. Damit ist die Anwesenheit von 
Apjelsdure nachgewiesen. Die erste Halfte wird nun mit Bariumnitrat 
unter Vermeidung eines Uberschusses von Schwefelsiure befreit, gegen 
Neutralrot neutralisiert, auf 10 ccm eingeengt, filtriert, mit wenig Wasser 
nachgewaschen und mit 2cem 20°%iger AgNO, versetzt; das ausgefallene 
Ag-Salz wird nach 24 Stunden abzentrifugiert, mit 75°,igem Alkohol 
an der Zentrifuge gewaschen, in warmem Wasser suspendiert, das Silber 
durch H,8 entfernt, der H,S im Filtrat durch einen Luftstrom entfernt 
und dieses auf dem Wasserbad zur Trockne eingeengt. Der Riickstand 
wird, wie oben bei der Fumarsiure angegeben, iiber eine Alkohol-Ather- 
Extraktion gereinigt und 1 Stunde bei 110°, dann 12 Stunden im Vakuum 
iiber CaCl, getrocknet. Die so erhaltene Substanz schmilzt bei 177°; der 
Schmelzpunkt andert sich nicht bei Vermischung mit authentischer Bern- 
steinsdure; sie gibt weiter bei Erhitzen mit Zinkpulver und Ammoniak die 
Neubergsche Fichtenspanreaktion. 

Aus 375 mg abgebauter Oxybutterséure sind somit entstanden 112 mg 
Bernsteinséure, 58 mg Fumarséure und (aus dem Permanganatverbrauch 
berechnet) 32 mg Apfelsiéure. Ein Teil der letzteren hat sich wahrscheinlich 
waihrend der Aufarbeitung des Ansatzes in Fumarséure verwandelt. In 
einem weiteren Ansatz, der nur auf Fumarsdéure untersucht wurde, konnten 
bei einem Abbau von 175 mg Oxybutterséiure 28 mg Fumarsiure isoliert 
werden (als Mercurosalz). Da8 es sich bei den genannten Zahlen nicht um 
quantitative Ausbeuten handelt, ist selbstverstaéndlich. 

Die direkte Verarbeitung von 500ccm Fermentlésung ohne Oxy- 
butterséurezusatz ergab vélliges Fehlen von Dicarbonséuren. 


y 


7. Nachweis von Brenztraubensdure. 


Siehe oben Versuch 5 und 12. Er gelang nur mit der sehr empfind- 
lichen, von Quastel(1) angegebenen Guajakol-Schwefelsiure-Reaktion, 
nicht mit der Nitroprussid- und der Phenylhydrazinprobe. Es handelte 
sich also jedesmal nur um minimale Brenztraubensiuremengen, deren 
Identitat auf andere Weise nicht sicherzustellen war. In Ergianzung der 
Angaben von Quastel sei hier angefiigt, daB mit Oxybutterséure ebenfalls 
eine Farbung auftritt, und zwar bildet sich eine breitere gelbbraune Zone 
unter einer schmalen schmutzig-griinlichen. Eine ahnliche Farbung gibt 
Apfelsdure; sie ist mit der roten, durch Brenztraubensdéure bedingten nicht 
zu verwechseln. Bernstein- und Fumarsaure geben keine deutliche Farbung 
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Zusammenfassung. 

1. Aus frischer Leber kann eine eiweibfreie Enzymlésung ge- 
wonnen werden, die zugesetzte $-Oxybuttersaure in grobem Umfang 
zum Verschwinden bringt. 

2. Der Abbau ist aerob und anaerob gleich groB und wird durch 
Methylenblau aktiviert, ohne daB Entfarbung eintritt. 

3. Rechtsdrehende Oxybuttersiure wird drei bis fiinfmal stirker* 
abgebaut als linksdrehende; der Abbaubetrag fiir inaktive Saure liegt 
dazwischen. 

4. Zusatz von Dimedon verhindert den Abbau 

5. Von Ab- und Umbauprodukten der £-Oxybuttersiure konnten 
nachgewiesen und zum Teil isoliert werden: Aldol, (mit Hilfe des 
Dimedon-Abfangverfahrens), Acetessigsaure, 1, 3-Butylenglykol (nur bei 
Mutasegegenwart), Acetaldehyd, Bernsteinsiure, Fumarsaure, Apfel- 
siure, ferner spurenweise Essigsiure und Brenztraubensaure. 

6. Die Bedeutung dieser Befunde fiir die Frage nach der Méglich- 
keit einer Umwandlung von Fetten in Kohlehydrate wird erértert. 
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Uber den Abbau der £-Oxybuttersiure durch Fermente 
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Mit 4 Abbildungen im Text. 







I. Allgemeiner Teil. 






Der Ausgangspunkt vorliegender Untersuchung war die schon 
friiher von uns gemachte und mitgeteilte Beobachtung, daB der durch 
den oxybutyroklastischen Fermentkomplex der Leber bewirkte Abbau 
der Oxybuttersiure, der unter sonst gleichen Fedingungen anaerob 
und aerob etwa gleich groB ist, durch geringe Mengen Methylenblau 
stark gesteigert wird, ohne da es bei SauerstoffausschluB zu einer 
Entfairbung des Methylenblaus kommt. Da der Oxybuttersdureabbau 
wenigstens in seinem ersten anaeroben Anteil, aus gekoppelten Oxydo- 
reduktionsvorgiingen besteht, besitzt hier das Methylenblau die Fahig- 
keit, einen oxydoreduktiven ProzeB zu beschleunigen, ohne selbst 
(als Wasserstoffakzeptor) in diesen Vorgang einbezogen zu werden. 
Die Unabhingigkeit der Akzeptor- von der Katalysatorqualitat ist 
beim Methylenblau schon mehrfach beobachtet worden, jedoch noch 
nie Gegenstand anderer als rein theoretischer Deutungsversuche ge- 
















wesen. 
Als erster hat Hahn beobachtet, daB Methylenblau (Mb.) die Atmung 
von Acetonhefe um ein Mehrfaches verstarkt. Meyerhof hat diesen Vorgang 
genauer verfolgt und gefunden, daB die durch Mb. verstarkte und die ge- 
wéhnliche Atmung der Acetonhefe sich ganz verschieden verhalten. Die 
Atmung des Lebedewsaftes wird nach Meyerhof ebenfalls durch Mb. ge- 
steigert. Wichtig ist Meyerhoj/s Feststellung, daB die Maxima der Farb- 
stoffreduktion und der Oxydationssteigerung durch Mb. zu verschiedenen 
Zeiten erreicht werden. Nach Harden und Henley beschleunigt Mb. die 
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Vergirung von Glucose und Fructose durch Hefesaft und Acetonhef: 
auch hierbei fallen Vergérungsbeschleunigung und Reduktion des Mh 
zeitlich so weit auseinander, daB sie offenbar auf differenten Ursache: 
beruhen. Palladin, Hiibbenet und Korsakow fanden an lebenden Pflanzen 
teilen unter Mb.-Einwirkung eine starke Zunahme der Atmung und CO, 
Produktion. Die Indophenolblausynthese und die p-Phenylendiaminoxy 
dation in Geweben wird nach Aschmarin durch Mb. beschleunigt, ohne da! 
letzteres reduziert wird. Die Sauerstoffatmung von Muskel- und Leber- 
extrakten wird durch Mb. aktiviert, sofern der natiirliche Oxydations 
katalysator (Hamoglobin) nicht mehr anwesend ist (v. Euler, Nilsson, 
Runehjelm); auch hierbei, z. B. in Versuchen mit katalysatorfreiem 
Leberextrakt + Succinat, verhalten sich Atmungssteigerung durch Mb. 
und Farbstoffreduktion hinsichtlich der Zeitkurve ganz verschieden. Ebenso 
deutet die Beobachtung von Bach und Michlin, daB gewaschene Mus- 
kulatur + Bernsteinséiure 300mal mehr O, aufnimmt, als dem reduzierten 
Mb. entspricht, darauf hin, daB die oxydationssteigernde Wirkung dieses 
Farbstoffs auf einem anderen Wege zu erklaren ist als durch einfache 
Reduktion und Reoxydation. Nach der Auffassung von v. Euler und seinen 
Mitarbeitern ist das Mb. ein schon irgendwie aktivierter Oxydations- 
katalysator, wahrend der molekulare O, erst einer Aktivierung durch den 
natiirlichen Katalysator bedarf, um wirken zu kénnen. Da Mb. aktiviert 
ist, vermag es nicht nur selbst oxydierend zu wirken, sondern auch die 
Oxydationsfahigkeit anderer, nicht aktivierter Systeme in die Wege zu 
leiten bzw. zu férdern. Die durch Mb. bedingte Oxydationssteigerung 
braucht aber unter Umstanden tiberhaupt nicht mit einer Reduktion des 
Farbstoffs verbunden zu sein. Die Beziehungen zwischen Akzeptor- und 
Katalysatorqualitat sind also komplizierterer Natur. Hierzu seien folgende 
Belege mitgeteilt. Man weiB durch Thunberg sowie Quastel und Whetham, 
da®B Fumar- und Apfelséiure die O,-Autnahme von gewaschenem Muskel- 
gewebe und von Suspensionen ruhender Kolibazillen steigern. Nun wird 
aber Mb. durch dieselben Séuren bei Gegenwart von Muskulatur (Ah/gren) 
und Kolibazillen (Quastel und Whetham) nicht oder nur teilweise entfarbt. 
Wahrend also das ,,aktiviorte*‘ System O, + zelleigner Katalysator die 
Séuren oxydiert, bringt das gleichfalls aktivierte Mb. diese Oxydation 
nicht zuwege. Es gibt demnach Katalysatoren von verschiedener Oxydations- 
intensitét. Ersetzt man in dem System gewaschener Muskel + Fumarsiure 
-- Mb. letzteres durch seine Leucobase, so findet im Gegenteil eine Blauung 
statt, die bis zur Erreichung eines Gleichgewichtszustandes fortschreitet 
(Battelli und Stern). Fiir die uns interessierende Frage des Oxybutter- 
sdureabbaues sind ahnliche Beobachtungen wichtig, die Quastel iiber das 
Verhalten der Oxybutterséure gegeniiber Mb. bei Anwesenheit dehydrieren- 
der Zellfermente gemacht hat. Eine Suspension ruhender Kolibazillen 
wirkt namlich auf diese Séure auch im Sinne der Herstellung eines Gleich- 
gewichtes insofern, als nach anfangs deutlicher Reduktion des Mb. die 
Entfarbung nach einigen Minuten nicht weiter fortschreitet und auf halbem 
Wege stehenbleibt. In einem Falle trat nach einer initialen Phase vélliger 
Entfarbung eine Umkehr der Reaktion (,,reversal’*) ein, die weiterhin 
ebenfalls zu einem stationdr bleibenden Zustand teilweiser Blauung fiihrte. 
Ahnliches wurde mit Proteus-Suspensionen beobachtet (Quastel und 
Wooldridge). 

Falls es, wie oben ausgefiihrt, wirklich Oxydationssysteme von 
verschiedener Intensitat gibt, so miiBte es gelingen, durch geeignete 
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\uswahl der Donatoren eine Skala solcher aktivierter Oxydantien 
vifzustellen. Wenn das bisher noch nicht geschehen ist, so liegt das 
einerseits daran, daB auBer Mb. noch keine Substanz so genau auf ihre 
vergleichsweise Oxydationsfahigkeit untersucht worden ist, um Auf- 
nahme in dieser Skala zu finden, andererseits daran, daB es unméglich 
schien, im Einzelfalle die Oxydationsintensitat zahlenmabig fest- 
sulegen und damit exakte Vergleichsméglichkeiten zu schaffen. Beide 
(‘belstande sind in den letzten Jahren durch die grundlegenden, in 
Deutschland noch wenig bekannten Arbeiten von W. M. Clark zu 
seiner Theorie der Oxydoreduktion beseitigt worden. 

Nach Clark ist Oxydation gleichbedeutend mit Elektronenverlust 
und Reduktion mit Elektronenaufnahme. Daraus ergibt sich die Grund- 
gleichung : 
Ox. + n.e = Red., (1) 
worin Ox. ein oxydierendes Prinzip [wie Eisen (3)], Red. ein zugeordnetes 
reduzierendes Prinzip [wie Eisen (2)} und n.e die dabei beteiligten Elek- 
tronen bedeutet. Eine Lésung, die z. B. Eisen (2) und Eisen (3) enthalt, 
vermag andere Stoffe zu reduzieren, d. h. sie mit Elektronen aufzuladen. 
Diese Fahigkeit zur Elektronenabgabe (von Clark ,,electron-escaping 
tendency“ oder ,,electron-fugacity genannt) ist also proportional der 
Reduktionskraft der Lésung und etwa identisch mit der Elektronen- 
konzentration, jedenfalls durch diese ausdriickbar. Nach dem Massen- 
wirkungsgesetz ergibt sich dann das Gleichgewicht: 


[Ox.][e" : 
[| Red.] - (2) 
oder bei Kombination der beiden Systeme 
[Ox.] K i [Ox.'] Kk’ 
c 
[Red.]~ [ee “"" [Red.} ~ fe} 
die Gleichung: 
(Ox.)  K  [Ox.’] 


[Red.]~ K’' [Red.'| 


Sind K und K’ bekannt, so kann aus dieser Gleichung die Reduktions- 
fahigkeit eines Systems berechnet werden, wenn als Standard ein anderes 
System mit einem Reduktionsgrad von 50%, ([Ox.} [Red.]) gewahit wird. 

In einem in Lésung befindlichen Oxydoreduktionssystem nimmt 
ein Edelmetall eine Elektronenladung auf, die der ,,electron-fugacity”, 
also dem Wert [e] proportional ist. Diese Metallelektronenladung sei [é» |, 
die mit dieser im Gleichgewicht befindliche der Lésung sei [e,|. Dann 
ergibt sich nach der Nernstschen Gleichung 


RT. (e,) 


gE = P In [e,] 
oder 
: RT RT 
E F In [e,,] — F In [e,}. 





| eee 
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Unter gewissen Bedingungen kann [e,,] als konstant angesehen werden : 


also: 


. " RT 
E c'— F In [e,]. (3 


Substitution von (2) ergibt 


— a 
oa Cop? et 


oder 
RT, . RT. [Red] 
/< 1 oa ’ 
a 2S —-sP * Ten) 


; ; ° ; ‘ Red. 
Mit Hilfe dieser Gleichung, in der n, 7, E und o : leicht gemessen 
x. 
bzw. berechnet werden kénnen, l4Bt sich der fiir ein bestimmtes System 


konstante Ausdruck 


E = C'- 


RT 
Cc’ — In K 
nF 
festlegen. E kann nicht direkt bestimmt werden, sondern nur als Potential- 
differenz gegen eine Standard-Wasserstoff-Elektrode. Wird der Wasserstoff- 
partialdruck mit P bezeichnet, so gilt 
H*}? [e]}? 
[H*P le? 
P 
und da K = 1, ergibt sich durch Substitution in (3) fiir die Elektroden- 
gleichung der Wasserstoffelektrode folgende Form: 
RT, YP 
a In : 
Ff {H*] 
Wird diese Wasserstoffelektrode mit einer Reduktions-Oxydations- 
(Red.-Ox.-) Elektrode kombiniert, so ist die elektromotorische Kraft der 
Kette 


E, 


Ey C (4) 


nF ™ [Ox.] Fine)" 


(a) (b) (c) (d) 


= oe ae RT Red. RT Pp 
E—E, = C—C,— [Red.} | 


In dieser Gleichung bilden die Ausdriicke (a), (b) und (d) eine fiir jedes 
Red.-Ox.-System charakteristische Konstante, die als Ey, bezeichnet wird 
Die Gleichung lautet dann vereinfacht: 

RT , [Red.] 


E, = BE, — 
t 


° "Yio [Ox.] © (9) 


Red. 

Wenn peas ; = 1, E, E,. Kennt man also den Wert des Quotienten 
[Red.}, 

[Ox.] ’ 
Elektrodenpotentiale auszudriicken. 

Man begniigt sich aber fiir gewéhnlich damit nicht, ebensowenig, wie 
man etwa die [H*] einer Fliissigkeit durch das Potential der Wasserstoff- 
elektrode zum Ausdruck bringt. Es ist gelungen, eine spezifische, den 
Affinitaétsverhaltnissen besser Rechnung tragende MaBeinheit zu finden, 
und zwar durch folgende Uberlegungen. Sind in einer Lésung nebeneinander 


so ist es médglich, relative Oxydoreduktionsintensitaten durch 
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B. Ferro- und Ferriionen anwesend, so besteht die Wechselbeziehung 


2 Fe*** + H, WZ 2 Fet* + 2H* oder, als Gleichgewicht ausgedriickt : 
[Fe**+}* [Hy] [Fe+*+] K (a) 
bzw. ‘ 
erp — KX bw ey btn) 


Daraus ergibt sich, daB der Grad der Reduktion bei gleichbleibendem 
yg der Wurzel des Wasserstoffdrucks proportional ist und die Reduktions- 
ntensitat durch den H,-Druck mefbar sein mub. Ohne weiteres ist das 
nicht méglich, da fiir gewéhnlich der Wasserstoffdruck, der sich im Gleich- 
gewicht mit der Lésung befindet, so niedrig ist, daB er jenseits jeder 
direkten MeBbarkeit liegt (fiir Aquimolare Mischungen von Fe** und Fe*** 
z. B. bei px 1 etwa 10—-*? Atmosphiaren). Wohl aber gelingt die Ermittlung 
des Wasserstoffdrucks auf dem Umwege iiber die Elektrodengleichung. 
In der oben unter (4) gegebenen Gleichung fiir die H-Elektrode wird 


Ey = 0, wenn P und (H*) 1 gesetzt werden. Es ist also Cy 0, und 
die Gleichung vereinfacht sich zu 
RT )P 
E — ,.,-h . 6 
H F 1 {H* (6) 


Dieser Ausdruck kann zerlegt werden zu 
RT I RT l 


Ey, ap In P P In Lon 


Bei 30°C haben wir nach Ausrechnung des Quotienten - und 


Transposition der natiirlichen in dekadische Logarithmen folgende numeri- 
sche Form der Gleichung: 
Ey 0,060 106 | ; log . . Py) - 

Fiir den Ausdruck log 1/P, also den negativen Logarithmus des 
Wasserstoffdrucks, der sich im Gleichgewicht mit dem der Lésung befindet, 
hat Clark in bewuBter Analogie zu dem Begriff pq (dem negativen Loga 
rithmus der H-Ionenkonzentration) den Terminus rg geschaffen. Da, 
wie oben gezeigt, die Red.-Ox.-Intensitét sich durch Werte der 
H,-Spannung ausdriicken l4Bt, kann man nach Clark die nach Gleichung (5) 
fiir ein Red.-Ox.-System erhaltenen Potentialwerte in die numerische 
Form der H-Elektrodengleichung einsetzen, wodurch Ly E, wird, 
und so das Potential, also auch die Reduktionsintensitaét in rg-Werten 
zum Ausdruck bringen: 


E 


: oi 
. 0,060 106 3 Tu — Pu) 
oder in bequemerer Form zur rq-Berechnung 
E, . . 
"HH 0,03 = Px (7) 


Der Nullpunkt der von Clark gewahlten Skala ist also der Potential 
unterschied zwischen Metall und Lésung in einer n Wasserstoffelektrode ; 


ra = 0, wenn der H,-Druck 1 Atmosphiére betragt, so wie py 0 ist, 
wenn die [H*] Normalitét betragt. Das (theoretische) Red.-Ox.-Potential 
der H-Elektrode ist dann z. B. bei py7 gleich 0,060106. 7 rund 


— 0,420 Volt. Als Endpunkt der Skala wiahlte Clark das Potential der 
Sauerstoffelektrode bzw. den rq-Wert, der einer Lésung entspricht, in det 
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O, unter Atmosphérendruck frei gemacht wird. Dieser Endpunkt i 
wieder analog dem der pg-Skala, bei dem die Konzentration der O H-Ton 
Normalitat betragt. Lewis und Randall haben gefunden, daB das Potenti: 
der O-Elektrode um 1,23 Volt positiver ist als das der H-Elektrode. Au 
der Gleichung (7) ergibt sich die Potentialspannweite von 1,23 Volt a! 
1,23 : 0,03 41 ry-Einheiten entsprechend; das Potential der O-Elektrod 
liegt also bei rq 41 und betragt bei pq 7 theoretisch + 810 Millivolt. Alk 
direkt meBbaren Red.-Ox.-Intensitaéten liegen zwischen rq 0 und 41. 

Zwischen den Begriffen r_ und pg besteht eine weitgehende Parallelitat 
Als wichtigste Ahnlichkeit ist hervorzuheben, daB in beiden Fallen Kon 
zentrationsinderungen der Systemkomponenten keine Rolle spielen, wenn 
die relativen Mengenverhaltnisse gleichbleiben (Pufferung; Clark nennt 
diese Erscheinung bei den Red.-Ox.-Systemen ,,poising action’). Das ry 
ist abhéngig vom px der Lésung, vor allem wegen der Dissoziations 
verhialtnisse der Systemkomponenten; die komplizierten Gleichungen, die 
bei Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse in Kraft treten, kénnen hier nicht 
erértert werden. 

Genau wie das py ist auch das rq einer Lésung elektrometrisch und 
kolorimetrisch meBbar. Die beiden Methoden verhalten sich ihrem Wert 
nach bei der ry-Messung genau so wie bei der pa-Messung. Die elektro 
metrische ist die exaktere, die kolorimetrische aber in manchen Fallen 
(z. B. in extrem ,,puffer“armen Lésungen und bei kolloidalen Systemen) 
die allein anwendbare. Ein Nachteil der letzteren ist allerdings, daB die 
zugesetzten Indikatoren selbst eine gewisse ,,poising action“ entfalten 
und da8 man kolorimetrisch nicht eigentlich das Potential der Lésung, 
sondern eine Resultante aus diesem und dem des Indikators mift. Halt 
man aber die Menge des zugesetzten Indikators geniigend niedrig, so 
spielt dieser Fehler keine nennenswerte Rolle. 

Der groBbe Wert der Clarkschen Arbeiten fiir die Physiologie liegt 
nicht nur darin, daB die Red.-Ox.-Intensitéten aller reversibler Systeme 
(auch solcher, die nur bei Ferment- oder Katalysatorengegenwart reversibe! 
sind) dureh direkte Messung genau definiert werden kénnen; vielmehr 
hat cer amerikanische Chemiker Conant nachgewiesen, daB auch die Haupt - 
menge der sogenannten irreversiblen Systeme einer elektrochemischen 
Formulierung zuganglich sind und ein ebenfalls durch rg-Werte ausdriick- 
bares ,,scheinbares (apparent) Reduktionspotential** (ARP) besitzen. 
Diese irreversiblen oder, wie Clark sagt, semireversiblen Systeme bilden 
aber in der Zelle die Majoritat. Eine exakte Begrenzung der Anwendbarkeit 
der Clarkschen Ideen ist tiberhaupt noch nicht méglich!. Nur die rein 
katalytischen Hydrierungen, an denen allein atomarer H_ beteiligt ist, 
sind mit ihrer Hilfe nicht erklirbar; doch geben schon Aldehyde, deren 
Oxydation nicht direkt auf Elektronenverschiebung beruht, mit Indi- 
katoren Potentiale, die Riickschliisse auf ihre Wirksamkeit in der Zelle 
zulassen. 


Wir hielten es fiir méglich, die abbauaktivierende Wirkung des 
Methylenblaus, das ja elektronenmotorisch sehr aktiv ist, durch 


1 Uber die Méglichkeit, die Vorgange der Zellatmung und aller bio- 
logischen Oxydationen sowie Enzym- und Katalysatorwirkungen durch 
die Theorien von Clark zu deuten, siehe die Ubersichten von Clark, Cohen 
und Gibbs (IX), von Cannan, Cohen und Clark (X) und von J. und D. M. 
Needham. 
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Abbau der $-Oxybutterséure durch Fermente der Leber. II. 67 


Potentialmessungen einer Deutung naherzubringen, und unterzogen 
unichst die Red.-Ox.-Intensitaét des Fermentextraktes selbst einer 
ingehenden Untersuchung. 


Der Gedanke, auf diesem Wege eine Erklarung fiir den Wirkungs- 
mechanismus von Oxydationsfermenten zu suchen, geht zuriick auf Reed, 
ler 1916 als erster versucht hat, mit einer Platin-Sauerstoff-Elektrode 
die Potentialkurve der KJ-Oxydation durch Peroxydasen festzustellen. 
Infolge ungenau fixierter Versuchsbedingungen sind seine Resultate nicht 
verwertbar. Die erste exakte Messung der Red.-Ox.-Intensitét eines 
Ferments haben 1926 Dixon und Kodama im Laboratorium von Hopkins 
mit Hilfe der Methoden von Clark durchgefiihrt, und zwar an der Nanthin- 
oxydase. Dixon fand, daB das System Oxydase + Hypoxanthin alle 
Indikatoren von Clark reduziert, nicht aber oxydiertes Glutathion (rq 5), 
daB es also ein Potential von rg 5 bis 8 hat. Bei Anwendung der potentio- 
metrischen Methode stellte Kodama am gleichen System vdéllige elektronen 
motorische Inaktivitat fest; erst bei Zugabe von Indikatoren stellte sich ein 
Potential ein, und zwar das des jeweiligen reduzierten Indikators. Daraus 
geht folgendes hervor: Die elektrometrische Messung des Systems Ferment 

- Substrat fiihrt zu keinem Resultat, entweder weil das System kein 
Potential hat oder weil die kolloide Natur des Ferments eine Messung 
nicht zulaBt (Dixon). Erst wenn H-Akzeptoren anwesend sind, d. h. das 
Fermentsubstrat partiell oxydiert wird und mit dem Oxydationsprodukt 
in ein elektronenmotorisch aktives Gleichgewicht tritt, ergibt sich ein 
Potential. Als H-Akzeptoren sind alle Clark-Indikatoren, nicht aber 
Ghatathion geeignet. Es ergibt sich daraus die Uberlegehheit der Indi- 
katorenmethode iiber die potentiometrische; sie gewihrt die Moéglichkeit, 
ein Red.-Ox.-Potential zu bestimmen, das ein an sich elektronenmotorisch 
inaktives Oxydationsferment seinem Substratmilieu unter physiologischen 
Wirkungsbedingungen erteilt. Dixons Ergebnisse sind deshalb fiir uns 
wichtig, weil die Xanthinoxydase in der Leber vorkommt (Vorgan) und 
auch auf Aldehyde wirkt, deren Auftreten beim Oxybutterséureabbau wir 
gezeigt haben. ' 

Cannan, Cohen und Clark untersuchten die Red.-Ox.-Intensitat frischer 
Rattenleber. Diese gibt schon anaerob gut reproduzierbare Elektroden 
potentiale (Donatorengehalt!). Das anfangs gemessene Potential bleibt 
jedoch nicht konstant, sondern sinkt innerhalb der ersten 2 Stunden stark 
ab. Dann wird ein Minimalwert erreicht, der weiterhin unverindert bei- 
behalten wird; er liegt bei rq 7,4 bis 9,4, der Ausgangswert oberhalb ry 14. 
Zusatz von Mb. verzégert den Potentialabfall so lange, bis der Farbstoft 


reduziert ist. Gewaschenes, donatorenfreies Lebergewebe zeigt keine 
konstanten Potentiale; eine Tendenz zu negativer Drift bleibt aber 
bestehen; Mb. wird nur langsam reduziert. Setzt man aber z. B. 
Succinat zu, so wird die negative Tendenz und das Reduktionsvermégen 
sofort enorm gesteigert und die Potentiale werden wieder stabil. Die 


Rolle der Thunbergschen Metaboliten ist also auch elektrochemisch 
erklarbar, und die Annahme lag nahe, die Oxybuttersiure kénne eine 
ahnliche Rolle spielen wie die Bernsteinsiure, nur in einem hédheren 
Potentialniveau, worauf ihr mangelhaftes Reduktionsvermégen gegeniiber 
Mb. hinweist. 

Man muBte sich dariiber klar sein, daB die Ausdeutung analoger Ver 
suche mit Oxybutterséure gewisse Schwierigkeiten bieten wiirde. Wu 
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haben gezeigt, wie mannigfach die Zwischenstoffe sind, tiber die die Zs 

legung dieser Séure erfolgt. Unter ihnen finden sich verschiedene (Bernstein 

Fumar-, Apfel-, wohl auch Essig- und Oxalessigséure), die elektrone: 

motorisch aktiv, und zwar verschieden aktiv sind. Das eventuell gemesse1 

Potential eines Ferment-Oxybuttersiure-Systems durfte daher nicht a 

eine einfache GréBe, sondern muBte als Resultante aus den verschieden« 

Red.-Ox.-Intensitéten der einzelnen Teilsysteme bewertet werden. Da 
liegt auch im Sinne der Annahme von Clark, nach welcher die Zelle sic! 
normaliter hinsichtlich der Bilanz der in ihr ablaufenden Red.-Ox.-Prozess: 
in einem dynamischen Gleichgewicht befindet und Oxydationen und 
Reduktionen so ineinander greifen, daB ein bestimmter Spiegel der Red. 
Ox.-Intensitaét gewahrt bleibt. 


Wir fiihrten die Potentialbestimmungen mit der von Clark aus 
gearbeiteten Indikatorenmethode aus, die in Fermentmaterial besser: 
Resultate liefert als die elektrometrische. Unsere Versuche (Versuche |! 
bis 3, Abb. 1 und 2) ergaben zunichst, daB schon der Fermentextrakt 
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MH Abb. 1 
Red.-Ox.sPotentialkurven von Ferment-Oxybuttersaure- Red.. Ox.» Potentialkurve eines 
gemischen bei Verwendung von Fermentextrakten ver: 2 Tage alten Fermentextraktes 

schiedenen Alters (Versuch 1 bis 3). ohne (A) und mit (2) Oxybutter. 
A: Extrakt 2 Tage alt, B: 3 Tage alt, C: 4 Tage alt. saurezusatz (Versuch 3). 


allein eine wohldefinierte Potentialkurve liefert. deren Gestalt mit 
der der von Cannan, Cohen und Clark gegebenen Kurven ziemlich 
iibereinstimmt. Vielleicht wirkt hierbei ein geringer Donatorengehalt 
der Lésung mit; in der Hauptsache handelt es sich aber um eine Parallel- 
erscheinung zu dem Reduktionsvermégen und der negativen Tendenz 
des Kurvenverlaufs bei gewaschenen Geweben (s. oben). Da8 hier 
nicht nur ein Donatoreneffekt. sondern wahre Gleichgewichte vor- 
liegen, ergaben Gegenversuche mit Leucoindikatoren (Versuch 4 und 6), 
von denen sich nur die farbten, deren Potential unter dem Niveau der 
Kurve lag, wahrend die anderen entfarbt blieben. Eine Sonderstellung 
nahm das Leuco-guajakol-indo-2, 6-dibromphenol ein, das, genau dem 
Verlauf der Potentialkurve folgend, sich anfangs bliute, als das Poten- 
tial der Lésung noch héher lag als sein eigenes, und sich wieder ent- 








ie Ze) 
iste 
rone) 
IEOSSer 
ht a 
dene) 

Da 
le sic} 
OZ 

una 


Red. 


aus 
‘ssere 
che | 
trakt 


ines 


ter. 


nit 
ch 
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irbte, als sich das Lésungspotential seinem definitiven Endwert naherte. 
Das Ausgangspotential liegt héher als ry 22; die Kurve fallt dann in 
anaerobem Milieu ab bis zu einem Endwert von ry 17.6 bis 17.7, der 
weiterhin tagelang unverandert beibehalten wird. Sie erscheint also 
vegeniiber der von Cannan und Mitarbeitern gegebenen um etwa 8 rg- 
Einheiten ins Positive verschoben. Die Zeit, die bis zur Erreichung 
des Minimalwertes verstreicht, betrigt etwa 2 bis 18 Stunden und ist 
um so gréBer, je langer die Fermentlésung vorher mit der Luft in Be- 
rihrung war. Wir sehen hieran wieder den von allen Untersuchern 
beobachteten positivierenden EinfluB des Luftsauerstoffs. Gekochter 
Fermentextrakt reduziert keinen der Indikatoren 

Die Anwesenheit von Oxybuttersiure verschiebt den abfallenden 
Teil der Kurve etwas in positiver Richtung und laBt den Abfall dadurch 
flacher erscheinen. Das Potential erreicht aber schlieBlich den gleichen 
Endwert von ry 17.6 bis 17.7. Aus der Differenz der beiden Kurven 
darf man entnehmen, dab das System Oxybuttersaure — Acetessigsaure 
ein relativ hohes Potential haben mub und dab beim Abbau der Oxy- 
siure Systeme mit niedrigerem Potential entstehen. In der Tat hat 
Thunberg (2) fiir das System Bernsteinsiure — Fumarsaure beides 
Stoffe, die beim Oxybuttersiureabbau entstehen das Potential 
von 0.05 Volt bei py 6,7 entsprechend einem rq von 13,6 gefunden, 
also einen Wert, der wesentlich unterhalb der Potentialzoné des Ferment- 
systems liegt, welches doch, wie wir gesehen haben, sehr wohl imstande 





















ist, Bernsteinsadure weiter umzusetzen. Wenn seinem héheren Potential 
entsprechend das Ferment nur imstande gewesen ware, Bernstein- 
siure zu oxydieren, aber nicht, Fumarsiure zu reduzieren, dann hatte 
ausschlieBlich letztere in den Ansitzen nachweisbar sein diirfen; tat- 
siichlich ist aber mehr Bernstein- als Fumarsdure isoliert worden. Es 
kann also in Fermentlésungen, in denen mehrere Red.-Ox.-Vorgange 
gleichzeitig verlaufen, das Summenpotential der Lisung bis zu einem 
gewissen Grade von den Potentialen der einzelnen in der Losung vor- 
liegenden Red.-Ox.-Systeme verschieden sein. 

DaB der Abbau der Oxybuttersiure noch zu anderen Produkten 
mit niedrigerem Potential fiihrt, erhellt aus folgendem. Wie wir friiher 
gezeigt haben, verliuft der Abbau nicht nur tiber die Acetessigsiure 
sondern auch iiber das Aldol. Nun ist das System Aldol—Oxybutter- 
siure elektronen-chemisch nicht formulierbar, sondern fallt unter 
die Kategorie der semireversiblen Systeme. Das ,,scheinbare” Red.-Ox.- 
Potential solcher Systeme kann nach Conant durch Aufsuchen des- 
jenigen (schwichsten) Indikators bestimmt werden, der durch das 
Reduzens eben noch entfarbt wird. Durch Anwendung dieser Methode 
auf das Aldol ergab sich, daB das ARP des Aldols zwischen den diuBerst 
niedrigen ry-Werten von 5,1 und 8,5 liegt (eine genauere Messung war 
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wegen des Mangels an Indikatoren in dieser ry-Region nicht méglich) 
Ganz ahnlich scheint sich der Acetaldehyd zu verhalten. Abgesehe: 
vom Glutathion, sind andere Substanzen mit ahnlich niedrigem Potentia! 
wie die Aldehyde im Bereich des Zellstoffwechsels nicht bekannt. Im 
speziellen Fall des uns interessierenden ,.oxybutyroklastischen’* Systems 
scheint die Bildung des Aldols (bzw. Acetaldehyds) iiberhaupt erst 
die nétige Reduktionsenergie zu liefern, durch die das anfangs bei 
Oxybuttersiuregegenwart hohe Potential so weit erniedrigt wird, dal 
sich die zur fermentativen Weiterverarbeitung notwendigen Gleich- 
gewichtsverhialtnisse zwischen Bernstein-, Fumar- und Apfelsaure 
einstellen kénnen. Sicherlich ist auch die Ubereinstimmung des niedrigen 
Potentialwerts der Aldehydsysteme mit dem der Xanthinoxydase. 
deren Substrat im Tierkérper vorwiegend Aldehyde sind, keine zu- 
fallige. Nach friiher von uns gemachten Beobachtungen wird durch 
das System: Oxybutyroklastisches Ferment -- Oxybuttersiure Mb 
nicht reduziert, wohl aber dann, wenn diesem System Mutase aus der 
gleichen Leber zugesetzt wird. Das erstgenannte System hat also ein 
7g von > 15,7, das andere ein 7_ von < 12,.9*; im ersten reichert sich Acet- 
aldehyd an, im zweiten fehlt er, weil er sofort weiter umgesetzt wird 
Da dieser Weiterumsatz nicht durch Oxydation, sondern durch Oxydo- 
reduktion (Dismutation) erfolgt, mu das hierzu erforderliche Potential 
niedrig sein, und zwar so niedrig wie das ,,scheinbare*‘ Potential des 


Aldehyds selbst. Wir ersehen daraus, dab es Wege gibt, um aus einem 
Leberextrakt (mit einheitlichem Potential) zwei verwandte Oxydations- 
fermente von verschiedenem ry-Niveau herauszufraktionieren. 

Die Frage, warum Mb. durch das System: Oxybutyroklastisches 
Ferment + Oxybuttersaure nicht entfarbt wird, ist durch unsere Ver- 
suche dahin beantwortet, dab das Potential dieses Systems mit rg 17.6 
zu hoch ist, um eine Reduktion des Mb. zuzulassen. 


Der Potentialwert des Systems steht in vdélliger Ubereinstimmung 
mit den ry-Werten, die Brooks, J. und D. M. Needham sowie Rapkine 
und Wurmser fiir die verschiedensten pflanzlichen und tierischen Zellen 
gefunden haben (rq 16 bis 18), ferner mit den intravitalen Indikatoren- 
versuchen (Farbstoffinjektionen) von Voegtlin, Johnson und Dyer, die 
(speziell fiir die Leber) den gleichen Wert ergaben. 

Zu erklairen bleibt nur noch die Tatsache der Abbauaktivierung 
durch Mb. Wir suchten festzustellen, ob nicht die oft geauBerte Ansicht, 
Mb. wirke als Oxydationskatalysator, durch Potentialmessungen auf 
eine exaktere Grundlage gestellt werden kénne. 

Schon 1912 hat Meyerhof zur Nachpriifung der von ihm erwogenen 
Theorie, da8 Mb. nicht nur als H-Akzeptor, sondern auch als O-Ubertrager 


* 15,7 und 12,9 sind die rg-Werte des zu 95° oxydierten bzw. redu- 


zierten Mb. bei px 7. 
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fongieren kann und als solcher in der Zelle durch ein entsprechendes 
rment vertreten sei, das Studium der vitalen Farbstoffreduktion emp 
len: in neuerer Zeit haben sich Wishart und Aklgren in dhnlichem 
Eine experimentelle Untersuchung der Angelegenheit 


I 
Sinne geéuBert. 
aber bisher nicht erfolgt. 

DaB Zusammenhinge zwischen Potential und Abbauintensitat 
bestehen, zeigte ein Vergleich der Abbauaktivierung durch Mb. und 
Leuco-Mb. Seinem héheren rg entsprechend, vermag das Ferment- 
Oxybuttersiiuresystem Leuco-Mb. anaerob zu bliuen. Der Abbau 
wird aber durch Leuco-Mb. nicht beeinflubt; erst mit zunehmender 
Reoxydation stellt sich eine Aktivierung des Abbaues ein, welcher 
schlieBlich den gleichen Gesamtbetrag erreicht, wie der Kontrollansatz 
mit Mb. (Versuch 6, Abb. 3). Hier konnte aber der Einwand erhoben 
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Abb. 3 y Abb. 4 
Oxybuttersaureabbau (in ) Betrag des fermentativen Oxybuttersaureabbaues 
durch 3 Tage alten Ferment- in 24 Std. bei verschiedenen 7y-Werten (Vers. 8) 
extrakt allein (4) und bei Zusatz Die senkrechte Linie A gibt den 1 yy-Endwert, 
von Mb. (8) und Leuko»Mb. (C) die horizontale Linie B den Abbaubetrag im 
(Versuch 6) Koutrollversuch (Ferment + Oxybuttersaure ohne 


Indikatorenzusatz) an 











werden, da Leuco-Mb. vielleicht rein stéchiometrisch die Abbau- 
verhiltnisse verschiebt. Wir verfuhren daher weiterhin so: Zu Ferment- 
Oxybuttersiureansitzen fiigten wir rq-Indikatoren der verschiedenen 
Potentialbereiche in einem so gewihlten Mengenverhaltnis zu, dab 
diese nicht mehr als Indikatoren, sondern als Puffer wirkten und den 
Ansiitzen ihr eigenes Potential erteilten, dai jedoch eine toxische 
Konzentration noch nicht erreicht war, und bestimmten nach gleichen 
Zeiten den Abbaubetrag. Es ergab sich daraus das Vorliegen enger 
Beziehungen zwischen Abbauintensitat und Potentialhdhe. Die An- 
sitze, deren rg bei 15,7 und 19,3, also dem rg des definitiven Ferment- 
gemisches (17,6) am nichsten lagen, zeigten eine deutliche Abbau- 
aktivierung, wogegen die Ansitze mit sehr hohem oder niedrigem Poten- 
tial (z. B. rg 22.6 oder 11.2) eine Hemmung des Abbaues aufwiesen 


(Versuch 7 bis 8, Abb. 4). 
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Damit war die abbausteigernde Wirkung des Mb. ohne weiteres 
erklarlich geworden. Man wei durch die Untersuchungen von Kodan« 
und Clark, daB Zugabe von Mb. oder irgendeinem anderen Indikato) 
farbstoff das Potential einer biologischen Flissigkeit sofort auf das Nivea, 
des oxydierten Farbstoffs bringt. Da gerade Mb., dessen Potentia! 
von dem Potentialendwert des Fermentsystems nicht sehr verschied 
ist, den Abbau stark aktiviert, liegt das Wesen dieser Aktivieruny 
offenbar darin, daB die fiir die Zerlegung der Oxybuttersiure optimal 
Oxydationsintensitat, die in den Ferment-Oxybuttersiure-Ansitzen 
selbst nur ganz allmdhlich erreicht wird (vgl. den Verlauf der Poten 
tialkurve), durch Zusatz von Mb. augenblicklich hergestelit wird. Zw 
Erzielung der Abbausteigerung ist anscheinend der chemische Charakte 
des Katalysators ganz gleichgiiltig, denn das 2, 6-Dichlorphenol-indo 
1, 2-naphtholsulfonat (Indikator Nr. 5), das einer anderen Kérper 
klasse angehért als das Mb., vermag dieses als Abbaukatalysator fast 
vollwertig zu ersetzen, denn sein Potential liegt auch in der Nahe des 
definitiven Potentials des Fermentsystems. 


Il. Experimenteller Teil. 


Die von Clark und seinen Mitarbeitern angegebenen Indikatoren 
zur Bestimmung des Red.-Ox.-Potentials sind, soweit es sich um Indo 
phenolfarbstoffe handelt, gréBtenteils anderweitig noch nicht beschrieben 


und weder in Europa noch in Amerika im Handel erhaltlich. Wir 
geben daher im folgenden kurz die Methode ihrer Herstellung an. 


Die Indikatoren zerfallen in drei Klassen, die Indigo-, Thiazin- und 
Indophenolfarbstoffe. Als Vertreter der ersten beiden Klassen verwendeten 
wir Indigocarmin, Indigotetrasulfosiure, Mb. und Thionin. Die Indigotetra- 
sulfosiure wurde nach Sullivan, Cohen und Clark (TV) aus Indigo und 
rauchender Schwefelséiure hergestellt; die anderen drei Farpstoffe waren 
Handelsprodukte (Merck bzw. Kahlbaum; das Mb. chlorzinkfrei). Die 
Vertreter der dritten Klasse, elf Indophenolfarbstoffe, wurden nach der 
generellen Methode Von Hirsch (Kondensation von Chinonchlorimiden mit 
Natriumphenolaten in alkalischer Lésung) hergestellt. Da die auf diesem 
Wege in Substanz erhaltenen Indophenole niemals rein sind, sondern 
betrachtliche Mengen von NaCl und Wasser enthalten, also Lésungen von 
bestimmtem Indophenolgehalt so nicht zu bereiten sind, da ferner die Indo- 
phenole in fester Form wie in Lésung schlecht haltbar sind, stellten wir uns 
die erforderlichen Lésungen von m/200 Konzentration erst unmittelbar 
vor jedem Versuch durch Kondensation der berechneten Komponenten- 
mengen in schwach alkalischer Lésung (py etwa 9) her. Bei dieser Reaktion 
erfolgt die Indophenolbildung innerhalb von 2 bis 3 Stunden praktisch 
quantitativ, wahrend andererseits die bei starkerer Alkalinitat sofort 
eintretende Zersetzung des Indophenols bei pq 9 erst nach zeitigstens 
etwa 24 Stunden nachweisbar wird. Wir gingen so vor, daB wir in einem 
in einer Kaltemischung stehenden Becherglas (etwa 200 cem Rauminhalt) 
1 Mol. Chinonchlorimid (0,1 bis 0,15 g) mit 0,5 bis 1 cem absoluten Alkohols 
mdéglichst innig verriihrten, zu diesem Brei eine eisgekiihlte Lésung von 
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| Mol. Phenol in so viel n/10 Natronlauge, wie 2'), (bei substituierten 
Chinonchlorimiden 24) Mol. NaOH entsprach, unter Umriihren portions- 
weise zugaben und sogleich mit Wasser so weit verdiinnten, daB die unter 
\nnahme quantitativer Indophenolbildung berechnete Farbstoffkonzen- 
tration m 200 betrug. Die tiefblaue Lésung wurde dann fiir 3 Stunden in 
ien Eisschrank gestellt, in dieser Zeit mehrmals umgeschiittelt und nachher 
filtriert: sie ist danach gebrauchsfertig, aber nur 1 bis 2 Tage haltbar. 
Vor der Verwendung, die méglichst bald erfolgen soll, wird diese Stamm- 
dsung 1:10 mit m/3 Phosphatpuffer von py 7,0 verdiinnt. 


Die Mengenverhaltnisse ergeben sich aus folgender  allgemeinen 


Gleichung: 


oO NCI + H OH + 2NaOH 


oO N ONa + NaCl + 2H,0. 
Von Chinonchlorimiden wurden verwendet das unsubstituierte, das 
2, 6-Dichlor- und das 2, 6-Dibromchinonchlorimid. Das_ 2, 6-Dichlor- 
lerivat stellten wir dar nach Kollrepp durch Chlorierung von p-Nitro 
phenol mit KClO, + HCl, Reduktion des Dichlornitrophenols mit Zinn 
ind Salzsiure zum Amidoderivat und Behandlung des letzteren mit Chlor- 
kalk in saurer Lésung. Das 2, 6-Dibromchinonchlorimid wurde analog nach 
Moéhlau aus p-Nitrophenol und Brom erhalten. Beide Produkte sind be- 
standig und monatelang haltbar; sie miissen nur, besonders wenn sie nicht 
frisch hergestellt sind, vor Verwendung durch Waschen mit viel Wasser 
auf der Nutsche von spurenweise entstehenden, léslichen Verunreinigungen 
befreit werden. Das unsubstituierte Chinonchlorimid ist dagegen unbe- 
standiger und zersetzt sich an der Luft unter Chinonbildung; es empfiehlt 
sich nicht, diesen Stoff analog den Halogenderivaten aus p-Nitrophenol 
darzustellen. In praktisch vélliger Reinheit und guter Ausbeute liBt es 
sich aber aus dem kauflichen photographischen Entwickler Rodinal ge- 
winnen; dies Verfahren hat noch den Vorzug besonderer Kiirze. 50 bis 
100 cem Rodinal (Agfa) werden tropfenweise so lange mit konzentrierte: 
HCl versetzt, bis der auftretende Geruch nach SO, beim Umschiitteln 
Der gebildete Niederschlag von p-Amidophenol 


nicht mehr verschwindet. 
gewaschen, in einem 


wird abzentrifugiert, zweimal mit wenig Wasser 
UberschuB von konzentrierter HCl gelést und die Lésung mit kalter ge- 
sittigter Chlorkalklésung versetzt, bis der auftretende Niederschlag und 
die Fliissigkeit rein gelb geworden sind. Das ausgefallene Chinonchlorimid 
wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen, im Vakuum tiber CaCl, getrocknet 
und mdéglichst innerhalb von 3 Tagen weiterverwendet. 


Von den verwendeten Phenolen waren das Phenol selbst, o- und 


m-Kresol, Thymol und Guajakol Handelspréparate (Merck und Kahlbaum). 
Das o-Chlorphenol wurde hergestellt durch fiinfstiindiges Digerieren eine: 
konzentrierten Phenolnatriumlésung mit Natriumhypochlorit auf dem 
kochenden Wasserbad und Ubersattigen mit Salzsiure; das abgeschiedene 
Ol wurde mit Wasser mehrmals ausgeschiittelt. Das Natrium-1, 2-naphthol- 
sulfonat (Na-Salz der Schdfferschen a-Saéure) wurde nach der Original- 
vorschrift von Schaffer aus a-Naphthol und konzentrierter Schwefelséiure 
gewonnen. 

Tabelle I gibt die Skala der von uns verwendeten Indikatoren sowie 
ihre Potentiale und Farbqualitaten bei py 7,0 und 30°C an. Bei den Indo 
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Abbau der $-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. II. ” 


iolen ist ferner der negative Logarithmus der Dissoziationskonstante 
Oxydans (Py) verzeichnet, da dieser fiir die Farbe des Indikators 
0 


timmend ist (die Salze der Indophenole sind blau, die freien Saéuren rot 
irbt). Die Zahlen fiir Nr. 1 und 2 sind berechnet aus den Tabellen von 
‘ivan, Cohen und Clark (TV), die fiir Nr. 3 und 4 aus den Tabellen von 
wk, Cohen und Gibbs (VIII), die fiir Nr. 7 aus der entsprechenden 
elle von Cohen, Gibbs und Clark (VI), die iibrigen Zahlen sind einer 
isammenstellung bei Gibbs, Cohen und Cannan (VII) entnommen. 


Aus aéuBeren Griinden wurden unsere Versuche bei 24°, nicht bei 30° 
wsgefiihrt. Der dadurch bedingte Fehler bei der r_-Berechnung aus den 
ibellenwerten ist so gering, daB er ohne weiteres vernachlassigt werden 
inn. 

Die Versuche 1 bis 3 (Feststellung der Potentialkurve des Ferment- 
systems) wurden wie folgt ausgefiihrt. Der Bodenteil eines groBen Vakuum 
exsikkators (25ce¢m Durchmesser) wird mit 500 cem einer etwa 10°,igen 
Pyvrogallollédsung beschickt. Die perforierte Einsatzscheibe wird mit einem 
rundgeschnittenen weiBen Papier bedeckt, das der lichten Weite des 
Exsikkators genau eingepabt ist und im Zentrum ein Loch zur Aufnahme 
eines Trichters hat. Auf das Papier werden kleine Bechergliser (etwa 
l0cem Rauminhalt), beschickt mit den zu untersuchenden Lésungen, so 
gestellt, daB die Farbung der Lésungen in der Aufsicht durch den Glas- 
deekel des Exsikkators gut zu kontrollieren ist, ferner ein gréBeres Becher- 
glas, das 50 cem Toluol enthalt, und ein Thermometer. Zum Schlu®B werden 
mdéglichst schnell hintereinander die einzelnen Indikatoren in die Becher- 
gliser einpipettiert, etwa 50ccem konzentrierter (30°,iger) NKalilauge 
durch den Trichter in die Pyrogallollésung einflieBen gelassen, der Exsikkator 
verschlossen und evakuiert. Die Farbungen der fermenthaltigen Lésungen 
wurden verglichen mit denen gleichartig behandelter Phosphatpuffer- 
lésungen von gleichem py. Die Leberextrakte wurden nach dem in unsere 
ersten Mitteilung angegebenen Verfahren hergestellt. 


Versuch 1. 

Leberextrakt, 4 Tage nach der Schlachtung, 100 cem etwa 25g 
Leber. 24°, pq 7,0. Zwei Parallelserien: In jedes Becherglas a) 10 ccm 
m/15 Phosphatpuffer pq 7,0, b) 9cem Leberextrakt + lecem 0,15 mol. 
8-Oxybuttersiure (Kahlbaum), pq 7,03. Zu jedem Ansatz leem m/2000 
Indikatorlésung (1 ecem m/200 + 9cem m/3 Phosphat pq 7,0). In den 
folgenden Tabellen sind neben den Beobachtungszeiten die jeweils 
schwiachsten (am meisten negativen), eben noch reduzierten Indikatoren 
mit der Ziffer bezeichnet, unter der sie in Tabelle I angefiihrt sind; daneben 
sind die daraus errechneten r_-Werte angegeben. 





Beobachtungszeit Schwachster, 
(Stunden nach Beginn eben noch reduzierter 
des Versuchs) Indikator 


> 15 
13 
10 
6 
6 
6 
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Versuch 2. jurel 
Leberextrakt, 3 Tage alt, 100cem = etwa 30g Leber. 24°, py 70§R thi 
Drei Parallelserien: In jedes Becherglas a) 10 cem Phosphatpuffer, b) 10 ecygSchla 
Extrakt, c) 9cem Extrakt + lecem 0,15 mol. Oxybuttersaure, py 7,038 le 
Dazu Indikatorlésung wie in Versuch 1. ewes 
tohr 
Beobachtungszeit Schwichster, eben noch reduzierter Indikator TH mr 
(Stunden - ——— - wird 
nach Beginn des obne mit ihre 
Versuchs) ohne Oxybuttersaure mit Oxybuttersaure Oxybutter- Oxybutter F* 
Saure saure [chlos 
ber 
i, > 15 ~15 > 29 ~ 22 bt iick 
1), 12 13 20,7 20,9 [ sul 
24/3 11 (stark red.) 11 (schwach red.) 20,2 20,4 fpestel 
4 8 10 : . 19,0 19,7 pobre 
15 6 ‘ 17,6 17,6 re 
shre 
43 6 6 17.6 17.6 Kofor 
67 6 65 17,6 12S Tes 
] 
Versuch 3. lie o 
Leberext.akt, 2 Tage alt, 100 cem etwa 30g Leber. 24°, py 7,0 pchad 
Drei Parallelserien wie in Versuch 2. verde 
ersu 
Schwachster, eben noch reduzierter Indikator ry kurve 
Beobachtungszeit . ' aan Geena | aan ian 
ohne Oxybuttersaure mit Oxybuttersaure scadticstiems | Resthonsinnes 
1), Min ~ 15 ~ 15 ~ 29 ~ 29 , . 
« Min. ‘ ‘ ~ oe ats n TI 
1 ‘. g* 9* 19,5 19.5 haure 
5 = 8 (stark red.) 8S (schwach red.) 190 |. 19,2 erw 
10) . 7 (schwach red.) 8 (vollig red.) 18,7 19,0 | 
2 Std. 7 (véllig red.) 7 (schwach red.) 17,8 18,5 1 
7 bis 48 Std. 6 6 17.6 17.6 ehm 
* Die Entfarbung trat noch vor der véiligen Evakuierung ein as e 
emes 
Der gleiche Leberextrakt, 2 Tage alt, aufgekocht, reduziert die Indi-Piede 
katoren Nr. 13 bis 7 innerhalb 6 Stunden nicht. Oxybutterséure allein I 
(leem 0,15 mol., pq 7,03 + 9cem Puffer) reduziert in 24 Stunden keinen }4 St 
der Indikatoren. I 
Versuche mit Leucoindikatoren. Diese werden folgendermaBen her- 
gestellt: Ein gewéhnliches Reagenzglas wird mit 1 cem m/2000 Indikator- 
Phosphatlésung (px 7,0) und 0,2 cem Palladiumhydrosol! (1 mg-°®,) I 
beschickt und mit einem doppelt gebohrten, gut passenden Gummistopfen r 
verschlossen. Durch die eine Bohrung des Stopfens fiihrt ein zur Kapillare ~ued 
1/201 
1 Hergestellt durch einstiindiges Durchleiten von CO durch eine Jie ) 
Lésung von 31mg Kaliumpalladochlorid (K,PdCl,) in 1 Liter Wasser |,» 
und achttagiges Dialysieren des entstandenen Hydrosols gegen taglich pyffe 





gewechseltes destilliertes Wasser. 


} 





DH 7, 


Abbau der $-Oxybuttersiure durch Fermente der Leber. II. rw 


sgezogenes Glasrohr bis zum Boden des Reagenzglases, wahrend das 
lurch die zweite Bohrung fiihrende, gleich dicke, rechtwinklig gebogene 
Rohr direkt unterhalb des Stopfens endet. Beide Rohre sind mit kurzen 
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chlauchstiicken armiert, die durch Klemmen verschlieBbar sind. Durch 
las lange, kapillar endigende Rohr wird mit Kalilauge und Pyrogallolkalium 
rewaschener Wasserstoff in die Indikatorlésung ein- und durch das kurze 
tohr hinausgeleitet; gleichzeitig wird das Reagenzglas iiber der Bunsen- 
lamme vorsichtig (nicht bis zum Kochen) erwairmt. In wenigen Minuten 
wird die Lésung farblos. Ist dieser Punkt erreicht, so wird erst der ab- 
ihrende, dann der zufiihrende Schenkel durch die Klemmen dicht ver- 
chlossen und der Gummischlauch des letzteren bis zur Klemmschraube 
iber das zur Verdraingung des Luftraumes mit Wasser gefiillte Ansatz- 
tiick eines Thunbergréhrchens heriibergezogen, welches die zu_ priifende 
sung enthalt und bereits evakuiert ist. Ist eine dichte Verbindung her- 
estellt, so wird die Klemmschraube des zufiihrenden (nicht auch des ab- 
ihrenden) Schenkels und gleich darauf der Hahn des Thunbergréhrchens 
pedffnet. Hierdurch wird die Lésung des Leucoindikators in das Thunberg- 
hhrchen hiniibergesaugt, ohne mit Sauerstoff in Beriihrung zu kommen. 
Sofort danach wird der Hahn des Thunbergréhrchens geschlossen, letzteres 
om Schlauch abgenommen und erneut evakuiert. 

Diese Methode der Herstellung von Leucoindikatoren ist die einzige. 
lie ohne wesentliche Anderungen des pq und ohne Beteili«' ng ferment- 
chadigender oder den Reduktionsverlauf andernder Stoffe durchgefiihrt 
werden kann. Das Palladium ist elektronenmotorisch inaktiv. Kontroll- 
ersuche (Pd-Zusatz zu Indikatoransaétzen) ergaben, daB es die Reduktions- 
urve ebensowenig wie den Oxybuttersiéureabbau irgendwie beeinflubt. 


Ve rsuch 4. 


Leberextrakt, 3 Tage alt, 100 cem etwa 30g Leber. 24°, py 7.0. 
n Thunbergréhrchen 4 ccm Extrakt + 0,2 ccm etwa 0,3 mol. Oxybutter- 
jure (pq 7,0) + leem m 2000 Leucoindikator + 0,2 cem Pd-Hydrosol. 


‘erwendet werden die Indikatoren Nr. 15, 13, 7, 5, 4. 

Réhrehen mit Nr. 15 und 13 bleiben véllig farblos. . 

Réhrehen mit Nr. 7 bleibt 5 Minuten farblos, blaut sich dann zu 
ehmend, bis nach 120 Minuten ein Maximum der Bléuung erreicht ist, 
as einer Oxydation von 28°, des vorhandenen Farbstoffs (kolorimetrisch 
emessen) entspricht (E, also + 0,1473 Volt, rg = 18,9). Nach 4 Stunden 
‘ieder beginnende Entfairbung, die nach 7 Stunden komplett ist (rq 17,9). 

Réhrehen mit Nr. 5 und 4 farben sich sofort und sind nach 
4 Stunden noch nicht reduziert. 


Ein weiterer analoger Versuch bestatigt diese Resultate. 


Versuch 5. 

Entfarbungsversuch mit Aldol. Verwendet wird frisch destilliertes, 
ach der Methode von Grignard und Reif hergestelltes Aldol. In Thunberg- 
bhrehen 5cem m/4 Aldol in m/3 Phosphatpuffer von pq 7.0 + leem 
1/2000 Indikator-Phosphatlésung. Von Indikatoren werden verwendet 
ie Nr. 15, 12, 9, 7, 4, 1 und Neutralrot, dessen rq nach Rapkine und 
Wurmser bei 3,7 (py 7 und 50°, Reduktion) liegt. Kontrollréhrehen mit 
Puffer von py 7,0. 30°. 
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Indikator . 
“ 4 ry Enttarbungszeit 
Nr. 
20.4 (95°% Reduktion) 4 Stunden 
19.8 (95% s 

18.6 (95% 
17,9 (95% " 
14,6 (95 % sa Nach 24 Stunden noch schwa 
Blauung, nach 38 Stunden | 

farbung 

1 8.5 (95% " ) 5 Stunden 
Neutralrot etwa 5,1 (95%, Oxydation) Nach 48 Stunden keine Entfarbu 


) 


” 


Auffallend ist die langsame Reduktionswirkung gegeniiber Thior 
(Nr. 4). Unter den hier verwendeten Indikatoren sind Thionin und Neutra 
rot die einzigen mit basischem Charakter. Da®B bei der Oxydation ci 
Aldehyde die chemische Natur des Oxydationsmittels eine Rolle spi 
zeigt die Feststellung von Fromageot, daB Acetaldehyd durch das Syste 
Chlorat—Chlorid oxydiert wird, nicht aber durch das System Ceri—-Cerosa 
obwohl dessen Potential (1,530 Volt) héher ist als das des Chlorat 
(1,051 Volt). 

Acetaldehyd reduziert in gleicher Konzentration wie das Aldo! 
obigen Versuchen Indigocarmin (Nr. 1) in 24 Stunden nur teilweise. 


Versuch 6. 


Abbauversuch mit Mb. und Leuco-Mb. Leberextrakt, 3 Tage na 
der Schlachtung, 100 cem etwa 50 g¢ Leber. 37°, py 6,97. Das Leuco-M! 
wird (in entsprechend gréBerer Menge) auf gleichem Wege hergest: 
wie die anderen Leucoindikatoren und analog als Suspension! 
die evakuierte, mit dem Ansatz beschickte Biichnerflasche eingebrac}t 
Die Entnahme von Proben zur Oxybutterséurebestimmung unter V: 
meidung von Luftzutritt zum Ansatz wird dadurch méglich, daB ein Trop: 
trichter in die Ansatzfliissigkeit hineinreicht und durch Einleiten wv 
pyrogallolgereinigtem Stickstoff unter Uberdruck die Fliissigkeit bei 
é6ffnetem Tropftrichterhahn in das Reservoir des Trichters hinaufgedriick: 
werden kann. Je 100 cem Extrakt + 10cem etwa m/10 Oxybutterséu 
(pa 6,9) + Teem 2, in Biichnerflaschen, evakuiert. 





x = LeucosMb, (m/1250) x = Mb. (m/1250) Wasser 


Versuchsdauer 
Std Oxybuttersaure in mg-° 


0 82.8 82.8 87.6 
6 75.8 61.6 ~- 
290 47.2 46.6 68.6 


Im Leuco-Mb.-Ansatz tritt sofort eine ganz langsam zunehmen:| 
Blaufarbung ein (kein Lichteffekt!), die nach etwa 5 Stunden komplett 
ist. Siehe hierzu Abb. 3. 


1 Leuco-Mb. ist sehr schwer léslich. Clark, Cohen und Gibbs bestimmten, 
daB die gesittigte Lésung bei pg 7,0 und 28° 0,3 bis 0,35 Millimol Leucobas: 
enthalt. 
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Versuch 7. 
Abbauversuch mit Indikatoren. Leberextrakt, 3 Tage nach des 
achtung, 100 cem etwa 30g Leber. 37°, p_ 7,0. 75cem Extrakt 
2,5cem etwa 0.5 mol. Oxybutterséure (pq 7,0) + 20cem m/2000 in 
3 Phosphat (pq 7) bzw. m/3 Phosphat (pq 7) allein. Oxybutterséure- 
gehalt am Anfang des Versuchs 125.0 mg-%. 





Indikator Oxybuttersaure in mg- 
Nr nach 24 Stunden 


105.3 
92.3 
82.8 
82.8 
85.2 
88.8 


Ve rsuch 8. 
Leberextrakt, 2 Tage nach der Schlachtung, 100 cem etwa 35g 
Leber. 37°, px 6,9. 40 ccm Extrakt + 0,05g d, 1-f-oxybuttersaures Na 


Seem m/2000 Indikator in m/3 Phosphat (pq 6,9) bzw. Phosphat 
ilein. Oxybuttersiuregehalt am Anfang des Versuchs 97,0 mg-°. 





Indikator ‘ Oxybuttersaure in mg:' Abbau 
Nr "a nach 24 Stunden 


92.6 68.6 993 
20.7 56.8 41,5 
19,3 35,5 63.4 
15.7 30,8 68,3 
11,2 54.4 43.9 


Leerversuch (17.6) 47.3 51,2 


Siehe hierzu Abb. 4. 
‘ Zusammenfassung. 


|. Mit Hilfe der Clarkschen Indikatorenmethode wurde die Oxy- 
dationsintensitat des oxybutyroklastischen Fermentsystems bei py 7 
bestimmt. Unter anaeroben Verhaltnissen hat das Red.-Ox.- Potential 
des Systems keinen konstanten Wert, sondern bildet eine Kurve mit 
negativer Tendenz, die ausgehend von einem rq von iiber 22 nach 
verschieden langer Zeit einen weiterhin konstanten Endwert von rq 17,6 
bis 17,7 erreicht. Dieses Potentialniveau wird um so spéater erreicht, 
je langer der Fermentextrakt vorher mit dem Luftsauerstoff in Be- 
rihrung gewesen ist. Anwesenheit von Oxybuttersiiure verschiebt 


den abfallenden Teil der Kurve etwas in positiver Richtung. 
2. Der EinfluB des Aldols auf die Oxydationsintensitaét wihrend 
des Abbauvorganges wird erértert. 


3. Methylenblau wird durch das Ferment-Oxybuttersiuresystem 
deswegen nicht reduziert, weil sein Potential niedriger liegt als das 
des Fermentsystems. 
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4. Die Steigerung des Oxybuttersiiureabbaues durch Methylenb|, 
ist bedingt durch das Niveau der Red.-Ox.-Intensitat dieses Farbsto/{, 
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Uber einen Aktivator der Malzamylase. 
Von 
8. Nishimura. 
Aus dem Laboratorium der Unionbrauerei Kawaguchi-Machi bei Tokio.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Starkechemie befindet sich zurzeit, wie C.Oppenheimer sich 
in seinem Buche ,,Die Fermente und ihre Wirkungen™ drastisch aus- 
driickt, in vollster Revolution, die sogar an den Grundlagen der theo- 
retischen Strukturchemie riittelt. Aber diese Unklarheiten iiber die 
Struktur der Starke erstrecken sich auch weiterhin auf den Mechanismus 
ihres Abbaues; es ist bis heute noch nicht klargestellt, aus wie vielen 
Einzelfermenten das Priparat ,,Amylase“ besteht und wie viele Faktoren 
bei dem Starkeabbau beteiligt sind. 

Es ist eine bereits seit langem bestehende Theorie, daB die Malz- 
diastase kein einheitliches Enzym sei, sondern ein Gemisch von zwei 
bestimmten, verschiedenen Enzymen, obwohl es bisher noch nicht 
méglich war, diese beiden Komponenten voneinander zu_ trennen. 
Diese Annahme stiitzt sich auf gewisse Untersuchungen tiber den EinfluB 
der Temperatur auf die Zerlegung der Starke durch die Malzamylase. 
In den letzten Jahren haben zahlreiche Forscher sowohl die zucker- 
bildende als auch die starkespaltende Kraft der Malzdiastase in ihren 
Beziehungen zu verschiedenen chemischen und physikalischen Faktoren 
untersucht. Alle Versuche jedoch, die beiden Enzyme voneinander 
zu trennen, waren in der Hauptsache fruchtlos. 


Neuerdings hat FE. Ohlson' den alten Befund Griitzners bestatigt, daB 
durch kurzes Erhitzen der Diastase auf 70 bis 80° die zuckerbildende Funktion 
vernichtet wird, ohne da8 dabei aber die starkespaltende verloren geht, 
wahrend saure Reaktion in der Kalte das Umgekehrte bewirkt. Er be- 
hauptet damit das Vorhandensein der Saccharogenamylase und der 
Dextrinogenamylase. Dies hat jedoch mit Belegen fiir die Zwei-Enzym- 
theorie wenig zu tun. In neuester Zeit behaupteten EF. Polak und 
A. Tychowski*, die von Syniewski* als a- und f-Diastase bezeichneten 
Komponenten getrennt zu haben. 


1 E.Ohlson, Deux. f. amyl. soc. Biol. 87, 1183, 1922; Wochenschr. 
f. Brauerei 44, 165, 1927. 
2 E. Polak und A. Tychowski, diese Zeitschr. 192, 463, 1928. 


3 Syniewski, ebendaselbst 158, 94, 1925. 
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In den folgenden Versuchen wollte ich die Stirkespaltung wid 
die Verzuckerung durch Malzamylase genau verfolgen und die Méglich. 
keit ihrer Trennung kennenlernen. 


Experimenteller Teil. 
Versuchsbedingungen. 

Als Malzamylasepriparat wurde helles Darrmalz verwendet. 50 ¢ 
des Malzes wurden geschrotet und 400 cem Wasser zugesetzt. Nach secs 
stiindigem Extrahieren unter haufigem Umriihren bei Zimmertemperaty 
wurde durch ein Filter klar filtriert und das Filtrat an einem kiihlen Ort 
aufbewahrt. Der Auszug hatte ein py von 6,0, und 5cem derselben ent. 
hielten 44,3 mg Maltose. 

Als Substrat wurde gewéhnliche Starke (nicht lésliche Starke) v: 
wendet. 1g Starke (bezogen auf Trockensubstanz) wurde mit etwa 60 ce: 
Wasser unter Umriihren erhitzt, verkleistert und weiter noch etwa 2 Minutes 
lang gekocht. Die verkleisterte Starkelésung wurde in einen 100-cen 
MeBkolben gegossen und mit etwa 20 cem Wasser quantitativ nachgewasche: 
Die Einwirkung der Amylase wurde immer in 100 cem einer 1 °,igen Stark 
lésung bei 20 bis 21°C vorgenommen. Die Verfliissigungszeit wurde aus 
der Viskositat des enzymatischen Ansatzes festgestellt. 

Die starkespaltende Kraft wurde durch das Jofdirbungsvermégen be- 
stimmt und als Endpunkte die rein rote und gelbe Jodreaktion betrachtet 

Die Menge des gebildeten Zuckers wurde nach der maBanalytische: 
Methode von Kjeldahl- Bertrand bestimmt und das gesamte Reduktions 
vermégen auf Maltose berechnet. 


EinfluB der Temperatur. 


In einem Reagenzglas wurden 5ccem des Auszugs in einem Wasserbad 
und unter Umrihren 10 Minuten lang bei einer bestimmten Temperatur 
Nach dem Abkiihlen mit kaltem Wasser wurden sie der Starke- 


gehalten. 
rasch Wasser aufgefiillt und gut umgeschiittelt. 


zugesetzt, mit 


losung 
Das Ergebnis ist folgendes: 
Tabelle I. 


5cem Amylaselésung. pg der Einwirkungslésung 
Einwirkungstemperatur 20 bis 21°C. 


6,0. 





Temperatur, auf welche Spaltung Verzuckerung 
die Enzymlésung 
vorher erhitzt wurde Rot Gelb Min 1 Std. 2 Std. 5 Std. 


0,646 — 
0.638 


30 1430 
1 30 


0°C 
60 30 


0.663 


65 


Normallos. 


l. 

2. 

3. 

3 com 
5 


4 7H C 

0,32 cem Normallés. 
5 7H’? C 
15cem Normallos. 
Ge 

6 SO? ¢ 

7 S 


50 
40 
2n3n 
40 
4h 
Lh10 
1 5 
Hh 
24 
Blau bis zu 
Y Tagen 


1 45 
Ph 
6 

1b30 
Sh 

2645 

3 40 
[5h 


4 lage 


0.149 
0.548 


0,097 


0,058 
0.325 


3 Tage 


OOLI 


0,231 
0,247 
0,167 
0,165 
0.105 


0.108 


9 Tage 


0,043 


0.448 


0,653 
0,334 
0,642 
0.278 


0.262 


O.1S1 
0.661 
0,450 
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Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB durch Erhitzen die Ver- 
zuckerungskraft schneller abgenommen hat, als die starkespaltende. 
Der gréBte Unterschied der beiden Funktionen liegt, wie bekannt, bei 
70°C. Die starkespaltende Kraft wird mit 3ccm des Normalauszuges 
verglichen, dagegen die verzuckernde mit 0,32 cem. Aber durch blobes 
Erhitzen kann man die beiden Funktionen nicht voneinander trennen, 
la sie bei 80 bzw. 85°C beide fast vollstindig verschwinden. 


EinfluB des pu. 

Als Puffergemisch wurden Citrat-Salzsiure, Na-Acetat-Essigsaure, 
Phosphate und Borat-Salzsiure verwendet, und zwar wurden je 10 cem 
les Gemisches der Starkelésung zugesetzt. 

Tabelle Il. 


Amylaselésung 3 ccm; Einwirkungstemperatur 20 bis 21°C. 





Verzuckerung 


Speltung (g Maltose in 100 ccm) 
Pu der Lésung =m 
Rot Gelb 3) Minuten 24 Stunden 

3.0 Violett nach 24 Std. 0,260 0.634 

3.2 8 Std. Rot nach 24 Std. 0,360 0,664 

34 S « Rotgelb , 24 , 0,450 0,740 

3.6 1 Std. 25 Min 24 Std. 0,530 0,757 

bad 3,8 40 Min. a 0,622 0,785 
stu 3.9 30 1 Std. 39 Min. 0,656 0,790 
ian, 4.4 22 45 Min. 0,664 0,832 
4.6 22 45 . 0.665 0.834 


elt. 4.9 22 . Soe 0.668 0.834 
5,2 23 50 0.659 0.830 
5.6 28 1 Std. 10 Min. 0,614 OSLO 
6.0 38 oo ae 2 0,539 0,785 

(ohne Puffer) 
6.8 2 4 Std. 0,482 0,773 
7.1 Std. 7 0,425 0,759 
7.4 Ss 15 Min. a a 0.352 0.731 
2 45 ,. a 0,231 0,709 


Der Vergleich zeigt, da®B das Wirkungsoptimum der beiden Kréfte 
bei px 4,0 bis 5,0 liegt. Das Nachlassen der starkespaltenden Kraft begann 
interhalb py 3.8 sehr rasch. Die Starkeverfliissigungszeit war bei 
” = 3,4 etwa 30 Minuten und bei px 3,0 etwa 2 Stunden, im Gegensatz 
m 5 bis 10 Minuten bei pyr 4,9. Die Starkespaltung war bei py 3,4 
is 3,0 sehr unvollkommen. Dagegen war iiber py 5,0 der Abfall langsarm. 
Bei pr 8.0 war die Starkeverfliissigungszeit etwa 30 Minuten, wahrend 
loch die Starkespaltung erst nach 28 Stunden fast vollkommen eingetreten 
var. Also wurde die starkespaltende Funktion der Amylase stark beein- 
trachtigt. 


Das gleiche Ergebnis zeitigen auch die Versuche folgender Tabelle 


6* 
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Tabelle III. 





Spaltung 
Pu dee Lioneg }——————......_,_—- : 
R g Maltose nach 1 Std 


Verzuckerung 


3.6 Blauviolett nach 24 Std. 0,057 
3,8 1 Std. 15 Min. Rotgelb uach 24 Std. 0,127 
3,9 33 Min. 2 Std. 0,190 
4.4 30, 1 Std. 10 Min. 0,220 
49 30 ; 0.228 
5,2 32 f 0,203 
6,8 48 , 0,137 
7,4 1 Std. 0,104 
8,0 f 0,064 


Wenn man Tabelle IT und III vergleicht, so bemerkt man, dat 
oberhalb pa = 6,0 der bei 70°C erhitzte Auszug die Starke leichter 
spaltet als der Normalauszug, obwohl die verzuckernde Kraft doch 
viel schwacher ist. Diese Tatsache kann auf die Koagulation eines 
die Starkespaltung hemmenden Koérpers bei 70° zuriickgefiihrt werden 


Folgende Tabelle zeigt diese Tatsache klar: 





Spaltung Verzuckerung 


Pu 
der Einwirkungs- 
lésung Rot 


3% Minuten 1 Stunde 
1. Mit 5cem Normalauszug. 
5,6 20 Min. 50 Min. 0,708 
6,0 w hls 1 Std. 30 Min. 0,683 
7,1 ae « 6 Std. 0,567 
2. Mit bei 70°C 10 Minuten erhitztem Auszug, 5 ccm. 
34 Min. 1 Std..20 Min. _ 
42 , a ae — 
58 . 8 Std. —_ 


EinfluB von Siure und Alkali. 


Nachdem aus diesen Versuchen hervorging, dab die starkespaltende 
Kraft bei pa = 3,0 fast vollstandig vernichtet ist, wurden weiterhin 
folgende Versuche angesetzt: 

3cem der Amylaselésung wurden in ein Reagenzglas gegeben uni 
hierzu unter Umriihren und Abkiihlung mit Eiswasser eine bestimmte 
Menge n/10 HCl zugesetzt, um das pq des Auszugs von 6,0 bis zu 3,0 zu 
verschieben. Nach 5 Minuten wurde der Auszug der Starkelésung von 
pu = 4,9 zugesetzt. 
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Tabelle IV. 


Amylaselésung 3ccm. Einwirkungslésung pq = 4,9. 





n 10 HCl Pu Spaltung Verzuckerung 
’ des Verflussigungszeit 
ccm Auszuges Rot Gelb 3 Min. 24 Std 


0 6,0 5—10 Min. 40 Min. 2 Std. 0,548 0,790 
03 8,2 ea. 1 Std. 8 Std. 10 , 0,509 0.784 
0.35 3.0 se oe rat ) 0,454 0,777 
0,45 2.6 ca. 2S8td.30Min. 8 0,370 on 


” 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die stirkeverfliissigende und 
-spaltende Kraft der Amylaselisung sehr stark, die verzuckernde 
Funktion dagegen nur wenig beeinfluBt wird, wenn das py des Auszuges 
bis zu 3,0 verschoben wird. 


Um weiterhin zu priifen, ob durch Zusatz von Alkali zur Amylase- 
lisung und durch Erhitzen die beiden Kriafte noch mehr verschoben 
werden kénnen, wurden folgende Versuche angesetzt: 

Zu 5cem des Auszugs wurden 0,6 bzw. 0,7 ccm n/10 NaOH zugesetzt 
und 10 Minuten bei 70° C gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde der Auszug 
zu der Staérkelésung vom py = 4,9 gegeben. Natiirlich wurde yorher der 
Starkelésung die gleiche Menge n/10 HCl wie urspriinglich NaOH zu- 
gesetzt, um das Alkali zu neutralisieren. 


Tabelle V. 


Einwirkungslésung pq = 





Spaltung Verzuckerung 


0/10 NaOH MH 7 Verflissi- 
jes _ - 
com Aussuges | S*™e*eett Rot Gelb 2 Std. 24 Std. 72 Std. 


0 6,0 15 Min. 40 Min. 1 Std. 30 Min. 0,262 0,415 — 
06 8.4 1 Std. 18 Std. — 0,006 0,148 - 
0,7 8,6 we Blau nach — - 0,072 0,178 

24 Std. 

Rot nach 

72 Std. 


Durch Erhitzen unter Zusatz von Alkali kann man also die beiden 
Krafte nicht weiter verschieben. Wenn die verzuckernde Kraft stark ge- 
hemmt wird, wird gleichzeitig auch die spaltende Kraft stark beein- 
trachtigt. 


Wenn man aber die beiden Amylaseliésungen, von denen die eine 
mit Saure, die andere durch Erhitzen behandelt wurde, zusammen- 
bringt, wird die starkespaltende Kraft ziemlich geférdert, obwohl die 
eine Amylaselisung fast keine verzuckernde Kraft hat. 
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Tabelle VI. 
Reaktionsmedium pq = 4,9. 





= Spaltung Vv 
Amylaselésung Verflissie 20 = — = = 
, ? gungszeit Rot Gelb 30 Min. 





3 cem (mit 0,35 cem n/10 HCl) 2 Std. 6 Std. 24 Std. 0,454 
3cem + 5cem Auszug (mit 

0,7 cem n/10 NaOH 10 Min. 

auf 70°). ......../| 20 Min. ||18td.40Min| 6 , 0,477 
3cem + 5 cem Auszug (10 Min. 

“. . See ae Oe 2 Std. es 0,462 
3 cem -+ 5eem Auszug (10 Min. 


auf 85"). ... 2 Std. ee 0,499 


Die mit 0.35ccm n/10 HCl versetzte Amylaselésung braucht: 
zur Verfliissigung 2 Stunden und bis zur Rotfarbung 6 Stunden, durch 
Zusatz des Auszuges (der unter Zusatz von Alkali bei 70° oder ohne 
Zusatz bei 80°C erhitzt wurde), wurde die Verfliissigungszeit bis zu 
20 bzw. 30 Minuten verkiirzt und die Starkespaltung von 6 Stunden 
auf 1 Stunde 40 Minuten bzw. 2 Stunden geférdert. Es haben also 
die Ausziige eine die Starkespaltung beschleunigende Kraft, obwoli 
sie fast keine verzuckernde Kraft mehr hatten. Dagegen hatte der 
bei 85°C erhitzte Auszug keine beschleunigende Kraft mehr. 


EinjluB des py auf die in ihrer Spaltungskrajt gehemmte Amylaselésung. 


Als Versuchslésung wurden 3cem des Auszugs verwendet, in welchen 
durch Zusatz von 0,35 cem n/10 HCl die Spaltungskraft gehemmt wurd 
Als Vergleichslésung wurden 2 ccm des Normalauszugs verwendet. 


Tabelle VII. 





S arora 
der Verflussi« __Speltung _ = Verzuckerung 


Einwirkungsiésung | gungszeit 30 Min, 1 Std. 2 Std. | 5 Std. 


3.2 | Vervuchelin 2n30’ | 10h 0,330 0,398 0,487 | 0,610 | 
*” |Normalauszug 2h 0,280 0,350 0,455 | 0,585 


| Versuchslds. 2h 0,432 0,487 0,569 0,668 0,777 
\Normalauszug 5—10’ 0,425 | 0,635 0,676 | 0,693 0,786 


49! Versuchslos. 2h ; 0,420 | 0,479 0,560 | 0,651 | 0,760 
* \Normalauszug 5—10’ f 0,520 0,693 0,726 | 0,759 0,827 
g.g | Versuchslis. 20 83" 0,462 0,618 0,642 | 0,659 0,734 
*” |Normalauszug 20’ 1h 5’ 0,420 0,602 0,627 0,651 0,735 


74 | Versuchslés. 30’ 1 30 2 0,358 | 0,526 0,610 0,651 | 0,698 
" | Normalauszug 30’ 1 40 12 0,383 0,475 0,610 | 0,656 | 0,715 


Der Verlauf der Verzuckerung wird von der Verfliissigung und 
Spaltung beeinfluBt. Je schneller die Spaltung eintritt, desto giinstiger 
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verlauft die Verzuckerung. Die Kurve der Verzuckerung ist auf folgender 
‘labelle graphisch gezeigt: 


Tabelle VIII. 


1,8 


0,7) 


S S 
wa y 


— 7g Ma/fose 
: : 














>@G Ma/tose 








Ja’ 7 en 
—>Zer 
Pu = 68. 


Abb. 1. —— 0,35ccm n/10 HCI zugesetzte Amylaselésung. 
-—-— Normal-Amylaselésung. 


Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB der EinfluB des py auf die 
starkespaltende und -verzuckernde Kraft der beiden Enzymlisungen 
sehr verschieden ist. Die optimale Zone fiir die Normalamylaselésung 
ist nicht mehr optimal fiir die in ihrer Starkespaltungskraft gehemmte 
Amylaselisung. Die optimale Zone verschiebt sich bis zum Neutral- 
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punkt, und zwar pr 6.8. Die Verflissigungszeit bei px 4.9 betragt 
etwa 2 Stunden, dagegen wird sie bei py = 6,8 bis zu 20 Minuten ver 

kiirzt, wodurch die Verzuckerung bei pq = 6,8 giinstiger als bei pg = 4.‘ 
wird. Den Unterschied des Verzuckerungsverlaufes der beiden Amylas« 

lésungen kann man aus der graphischen Tabelle leicht ersehen. 


Was bedeutet nun dieses Ergebnis? Man muf annehmen, dai 
ein die Starkespaltung fordernder Stoff, der bei py = 3,0 fast inaktiviert 
wird, bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion wieder aktiy 
wird. Wenn man deshalb die in ihrer Starkespaltungskraft gehemmte 
Amylaselésung durch Zusatz von Alkali neutral oder schwach alkalisch 
macht, so muB der die Stirkespaltung férdernde Stoff auch aktiviert 
werden. Um dies zu priifen, wurde eine bestimmte Menge n/10 NaOH 
zu den 3cem der mit 0,35ccm n/10 HCl versetzten Amylaselésung 
unter Umriihren zugegeben und diese Lésung nach 10 Minuten der 
Starkelésung von px 4.9 zugesetzt. 


Tabelle IX. 





n/l0 NaOH PH der Verfliissi- Spaltung ; Versuckerung 


Amylases -—— _ . aeenaaenimntte 
com lsung gungszeit = Rot | Gelb 30Min. 1 Std. | 2 Std. 5 Std. 24Std 
0 3,0 2 Gh 0425; — ae 4 
0,45 6,8 1 - 0,495 _ -- — 


0,55 7.5 E 45’ 0.527 0.651 0,684 0,692 | 0.777 
0,65 8,0 5) 0.519 - . — 


S 
YH 


—> 9 Mo/tose 
S S 
w& + 








30’ TR ah gn 
—>Zeit 
Abb. 2. 
Inaktivierte Amylaselésung. -—---— Wieder aktivierte Amylaselésung. 


Bei pu = 7,4 war die aktivierende Wirkung am giinstigsten, und die 
Kurve der Verzuckerung durch die aktivierte Amylaselésung nahert sich 
der Kurve der Normalamylaselésung. 
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Zusammenfassung. 


Aus diesen verschiedenen Versuchen kann man schlieBen, dab 
der Malzamylasekomplex nicht aus zwei Enzymen, sondern vielmehr 
aus einem Enzym, der Amylase, und einem Stoff besteht, der befahigt 
ist, die Verfliissigung und Spaltung der Starke zu beschleunigen. Das 
Enzym Amylase selbst kann die Starke zwar langsam abbauen, der 
Aktivator beschleunigt aber diese Wirkung bedeutend, ahnlich wie 
bei Trypsin und Enterokinase. Der Aktivator wird bei py 3,0 in- 
aktiviert und bei px 7,4 wieder aktiv. 

Die bisherige Beobachtung, da8 ein starkespaltendes und -ver- 
zuckerndes Enzym vorhanden sei, und da das starkespaltende Enzym 
bei 70° nur wenig, das verzuckernde Enzym dagegen bedeutend ver- 
nichtet wird, ist falsch. Bei 70° wird das eigentliche Enzym Amylase 
stark beeintrachtigt, wahrend der Aktivator bei dieser Temperatur 
ziemlich bestandig ist. 





Uber Glykogenbildung in der Darmwand. 


Von 
Konrad Lang. 
(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik zu Freiburg im Breisgau.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1928.) 


Die Fahigkeit, Glykogen aufzubauen, besitzt jedes tierische Gewebe 
In erster Linie die Leber und die Muskulatur. Auch im Blute ist in 
den meisten Fallen eine gewisse Menge Glykogen vorhanden. Sie 
schwankt innerhalb weiter Grenzen (etwa 0 bis 50 mg-°,) und ist 
zeitlich von der Nahrungsaufnahme stark abhangig. Als Quelle dieses 
Blutglykogens sah man die Leber an. Aber die Leber ist doch nicht 
die einzige Quelle, aus der das Blutglykogen stammt. Denn de Philippi! 
fand bei Hunden mit einer Eckschen Fistel, die in der Verdauungs- 
periode getétet wurden, groBe Mengen Glykogen — in einem Falle 
357 mg-°,, — in der V. jugularis. Dieses Glykogen konnte nicht aus 
der Leber stammen, die zudem bei dieser Versuchsanordnung immer 
sehr glykogenarm gefunden wurde. Polimanti® erweiterte diesen 
Befund durch vergleichende Glykogenanalysen des Blutes verschiedener 
GefaBbezirke. Er fand, daB der Glykogengehalt der V. portae am 
gréBten war, geringer der der A. carotis, am geringsten der der V. cava 
inferior. Die Glykogenmengen in diesen GefaBen standen in dem 
Verhialtnis 1: 1,61: 2,52. Polimanti schloB daraus, dab in der Darm.- 
wand eine Synthese von Glykogen stattfindet. 

Charit® wiederholte diese Versuche an angiotomierten Hunden, die 
je eine Kaniile auf der V. portae und der Lebervene hatten, und kam 
dabei zu einem entgegengesetzten Resultat. Er fand den Glykogen- 
gehalt des Pfortaderblutes kleiner als den der Lebervene, der A. femoralis 
und V.femoralis. Auf Grund dieses Befundes verneint Charit dic 
Glykogenbildung in der Darmwand. 


1 Zeitschr. f. Biol. 50, 38. 
2 Diese Zeitschr. 64, 490, 1914. 
8 Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 214, 327. 
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Charit bestimmte in seinen Versuchen den Glykogengehalt 3 bis 
5 Stunden nach abundanter Wei®brotfiitterung, also sehr spit, zu 
einer Zeit, wo schon die Méglichkeit gegeben war, daB der Kérper mit 
in der Leber gebildetem Glykogen itiberschwemmt war. In einem 
anderen Versuche bestimmte er das Glykogen 30 Minuten nach Zu- 
fiihrung von Fructose und fand auch hier das Pfortaderblut arm an 
Glykogen. Dieser letzte Befund spricht meines Erachtens nur gegen 
eine merkliche Glykogensynthese der Darmwand aus Fructose. Die 
Glykogensynthese erfolgt ja im allgemeinen aus Glucose. Wahrend 
eine Glykogenbildung aus Fructose in den meisten Geweben zum Teil 
geleugnet wird, zum Teil nicht mit Sicherheit nachgewiesen ist, vermag 
allein die Leber mit Bestimmtheit diese Synthese auszufiihren. 

Zu einer Bejahung der Glykogenbildung in der Darmwand kommt 
Stuber'. 

Auf Veranlassung von Professor Stuber beschiaftigte ich mich 
erneut mit dieser Frage. Ich verzichtete auf die vergleichende Glykogen- 
bestimmung in mehreren GefaBen und bestimmte nur die Vermehrung 
des Pfortaderglykogens und Blutzucker, aber schon kurze Zeit 
im Maximum 30 Minuten — nach der Zuckerzufuhr, so daB eine Uber- 
schwemmung aller GefaBe mit Leberglykogen noch nicht stattgefunden 
haben konnte. Die so gefundene Glykogenvermehrung des Pfortader- 
blutes glaube ich auf eine Glykogenbildung in der Darmwand zuriick- 
fiihren zu kénnen. Vor allem glaube ich zu diesem Schlusse berechtigt 
zu sein auf Grund der Ergebnisse meiner Versuche mit Zufiihrung von 
Fructose. Hier ist die Glykogenvermehrung wesentlich geringer als 
nach Eingabe von Glucose; stammte die Vermehrung des Glykogens 
aus der Leber, so miiBte sie auch in diesen Yersuchen so gro} sein wie 
bei Glucosezufuhr. Das ist aber nicht der Fall. Denn wahrscheinlich 
bildet nur die Leber aus Fructose Glykogen. Damit eine méglichst 
sichere und rasche Resorption der zugefiihrten Kohlehydrate gewahr- 
leistet war, wurden diese intraduodenal injiziert. Ferner wurden, um 
ganz klare Versuchsbedingungen zu haben, nur reine, definierte Kohle- 
hydrate — Glucose und Fructose — benutzt. Weiterhin unterzog ich 
auch noch die Frage einer Priifung, ob das pankreasdiabetische Tier 
die Fahigkeit besitzt, in der Darmwand Glykogen aufzubauen, und 
wie diese Fahigkeit durch Zufuhr von Insulin beeinfluBbt wird. 


Technik der Versuche. 


Als Versuchstiere dienten ausschlieBlich Hunde. Dieselben wurden 
in Athernarkose laparatomiert und Pfortaderblut durch Punktion der 
V. portae gewonnen. In diesem wurden Zucker und Glykogen bestimmt. 


! Klin. Physiol. 1, 69. Miinchen 1926. 
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Danach wurden Glucose bzw. Fructose in wasseriger Lésung intra 
duodenal injiziert. 20 bis 30 Minuten spater wurde von neuem div 
Pfortader punktiert und wieder Zucker und Glykogen bestimmt. 


Bei den Versuchen mit Pankreashunden wurde in einer ersten 
Sitzung das Pankreas exstirpiert und 10 bis 14 Tage spater der eigent 
liche Versuch wie oben geschildert durchgefiihrt. 

Die Zuckerbestimmung erfolgte gravimetrisch nach Allihn. Ver. 
wendet wurden jeweils 10cem Blut. Das Glykogen wurde nach Piliiger' 
bestimmt. Der bei der Hydrolyse entstandene Zucker wurde wiederum 
gravimetrisch nach Allihn bestimmt. Zu einer Glykogenbestimmung 
wurden jeweils etwa 30 ccm Blut verwendet. Die genaue Menge wurde 
durch Wagung festgestellt. 


Insulin wurde in die freigelegte V. jugularis injiziert. 


Ergebnisse der Versuche. 


Tabelle I gibt eine Ubersicht iiber die Zucker- und Glykogen 
zunahme im Pfortaderblut nach Zufuhr von Glykose. Der Blutzucker 
steigt stark an. Die Glykogenzunahme ist gleichfalls sehr stark und 
betragt in manchen Fallen das Vielfache des Ausgangswertes. In 
allen Tabellen ist Zucker und Glykogen in Milligrammprozent an- 
gegeben. 

Tabelle I. 


Verhalten von Zucker und Glykogen in der Pfortader nach Zufuhr von 
Glucose. 





Kaepere Vor Glucose Nach Glucose Zunahme 
Hund gewicht “7 -ker Glykogen ‘Zucker | Glykogen| Zucker | Glykogen 
kg mg: |, mg+/» mg+?/o mg-°/o mg+9/ mg-°/o 


Bemerkungen 


12 178 3,7 252 |. 21,6 74 17,9 Y nach 10¢ 
15 88 94 100 | 33,1 12 8,9 : 10 x 
16 128 ; 161 46,2 33 24,5 ’ 15 ¢ 
10 108 ,! 146 15,5 38 3,0 15g 
18 110 2,6 166 3,5 56 0.9 ' 25 ¢ 

8 125 0,0* | 284 1,9 159 1,9 ; 10 g 


* Das Tier hatte 24 Stunden gehungert. 


Tabelle II zeigt das Verhalten von Zucker und Glykogen nach 
Eingabe von Fructose. Die Zuckerzunahme ist auch hier wieder sehr 
groB. _Dagegen ist die Vermehrung des Glykogens wesentlich ver- 
ringert. In einem Versuche fehlt sie sogar ganz. 


1 Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 129, 362. 
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Glykogenbildung in der Darmwand. 


Tabelle II. 
\erhalten von Zucker und Glykogen der Pfortader nach Zufuhr von Fructose. 





Kérpers Vor Fructose Nach Fructose Zunahme 


Hund gewicht Bemerkungen 


Zucker Glykogen 
kg me?! o mg-°/9 mg+?/o mge/o mg/g mgr®/o 


I 17,5 64 9 174 8,3 110 6.8 3’ nach 15g 
II 10 112 6 162 1,6 50 0,0 w’ . «(Wg 
il 10 77 ¥. 130 9,0 58 | 25 Ww. We 


Tabellen III und IV orientieren iiber das Verhalten von Zucker 
und Glykogen in der Pfortader beim pankreaslosen Tiere sowie deren 
Beeinflussung durch Insulin. 


Tabelle III. 


Verhalten von Zucker und Glykogen der Pfortader beim pankreaslosen 
Hunde nach Zufuhr von Glykose und nachtriaglicher Insulingabe. 





20’ nach Glucose 


’ 2 - 
Sathiedieniienal 20’ nach Insulin i. v. 


Kérpers Anfang 
Hund gewicht ————. ema . i ———————  Bemerkungen 
Zucker Glykogen Zucker Glykogen Zucker Glykogen 


kg mg+°/o mgs/o mg+/°o mg) o mg+/o mge°/o 


209 1.9 331 2.8 256 41 10 g Glucose, 


20 Einh. Insulin 


299 3,3 334 3.5 4.6 15 » Glucose, 
50 Einh. Insulin 


7 2 5.5 : 15g Glucose, 
197 45 245 6.5 8.0 S l,—*s 


207 975 21.6 15 ¢ Glucose, 
207 10,9 404 14,4 21,6 @ teh tnnaiin 
Tabelle IV. 


Verhalten von Zucker und Glykogen der Pfortader beim pankreaslosen 
Hunde nach Zufuhr von Glykose und yachtraglicher Insulingabe. 





Differenz Zucker nach Differenz Glykogen nach 


Hund ee 
Glucose Insulin Glucose Insulin 








I + 131 — 75 + 0,9 1, 
II + 35 - + 0,2 1, 
I + 48 — 32 + 1, 1, 
IV + 197 — 132 + 3, 7, 


Auch beim pankreaslosen Hunde kommt es zu einer Steigerung 
des Zuckers nach Einfuhr von Glucose. Dagegen ist die Vermehrung 
des Glykogens auBerst gering. Injektion von Insulin bewirkt ein Ab- 
fallen der Zuckerwerte und eine zum Teil nicht unbetrachtliche Steigerung 
der Glykogenbildung. Diese Versuche stehen im Einklang mit dem 
peripheren Angriffspunkt des Insulins, das jede einzelne Zelle beeinfluBt. 
Die Versuche zeigen von neuem, daf das Insulin auch die Glykogen- 
bildung begiinstigt. 
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« 


Absolut genommen, ist die Menge des in der Darmwand gebildeten 
Glykogens klein. Gegeniiber der groBen Glykogenbildung in der Leber 
und Muskulatur kann sie rechnerisch beinahe vernachlassigt werder 
wenigstens beim gesunden Organismus. Bei Leberschidigung dagegen 
kénnte ihr doch eine gréBere Bedeutung zukommen. Die Versuche 
von de Philippi wiirden in diesem Sinne sprechen. 


Zusammenfassung. 
Es konnte gezeigt werden, dab 
1. die Darmwand die Fiahigkeit hat, aus Glucose Glykogen auf- 
zubauen ; 
2. dieser Aufbau aus Fructose in weit geringerem Mabe stattfindet ; 


3. auch der pankreaslose Hund in der Darmwand aus Glucose 
Glykogen, allerdings nur in sehr geringer Menge aufbaut; 


4. Insulin diese Glykogensynthese férdert. 
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Harnkolloide 
und -kristalloide als Lésungsvermittler der Harnsaure. 


Von 
Ruggero Ascoli. 
Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitat Mailand.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1928.) 


In einer im ,,Archivio di Scienze Biologiche*‘ (Nr. 1/2, 1926) ver- 
iffentlichten Arbeit berichtete ich tiber die Ergebnisse einiger Versuche, 
in denen festgestellt werden sollte, ob den Harnkolloiden wirklich 
jene giinstige Wirkung auf die Léslichkeit der Harnsiure zukommt, 
lie ihnen viele Forscher zuschreiben. 

Ich méchte nur erwihnen, dab die Frage, welche Gesetze die 
Lislichkeit der Harnsiure in organischen Fliissigkeiten bestimmen, 
noch ungelést ist, und daB von den verschiedenen, bisher aufgestellten 
Hypothesen keine einzige einer griindlichen Kritik hat standhalten 
kénnen. So erinnere ich, soweit sie sich auf den Harn bezieht, an die 
Kohlersche Ubersiattigungstheorie, die zwar gut ausgedacht und elegant 
ist, aber doch einen groBben Nachteil hat: sie griindet sich auf synthe- 
tische Versuche, die mit kiinstlichen, wisserigen Phosphat- und Urat- 
losungen ausgefiihrt wurden, und reicht tiberdies nicht aus, das Fehlen 
eines Harnsiureniederschlags in organischen Fliissigkeiten, in die Harn- 
siurekristalle eingefiihrt wurden, zu erkliren. Verwiesen sei auf die 
Versuche von Schade und seine Theorie tiber den Kolloidalzustand 
der Harnsiure in organischen Fliissigkeiten, eine Theorie, die von 
Kohler in seiner schénen, in den ,,Ergebnissen der inneren Medizin 
und Kinderheilkunde* veréffentlichten Monographie hinreichend kriti- 
siert wurde. Anzufiihren sind schlieBlich die Versuche, die Lichtwitz 
ind verschiedene andere Autoren veranlabten anzunehmen, dab die 
starke Léslichkeit der Harnsiure im Harn auf eine ,,Schutzwirkung*. 
uf eine ,,lésungsvermittelnde Wirkung™ seiner Kolloidsubstanzen 
urtickzufiihren sei. Was Einzelheiten der Lichtwitzschen Versuche 
etrifft, so verweise ich auf seine duBerst interessante, ebenfalls in 
len ,,Ergebnissen der inneren Medizin und Kinderheilkunde™ ver- 


ffentlichte Monographie. 
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Bei meinen oben erwahnten Versuchen hatte ich mir die Aufga!y 
gestellt, die kolloidalen Stoffe aus dem Harn zu entfernen und x 
beobachten, ob dadurch ein ungiinstiger EinfluB auf die Léslichkeit, 
verhaltnisse der Harnsaure ausgetibt wiirde. Wie in meiner Abhandluny 
ausfiihrlich beschrieben ist, habe ich in einer ersten Versuchsreihe <i 
Kolloidstoffe durch Ausschiitteln mit Benzol (die gleiche, von Lichtw: 
fiir den gréBten Teil seiner Versuche angewandte Methode) aus dex 
Harn entfernt und keinerlei Beziehung zwischen dem Vorhandensei: 
von Harnkolloiden und der Léslichkeit der Harnsiure nachweis: 
kénnen; der von Kolloiden befreite Harn blieb dauernd unverander 
klar. Ein analoges Resultat ergaben meine Ultrafiltrationsversuch: 
die ich mit Ultrafiltern aus essigsaurem Kollodium nach Bechho 
ausfiihrte. 

Jedenfalils konnte man feststeilen, dab die Kolloidentfernun 
durch Ausschiitteln mit Benzol kein genaues Verfahren darstellt : es ist i 
Wirklichkeit eine empirische Methode, die jetzt nicht mehr angewender 
wird. Ich habe sie benutzt, um mich derselben Mittel wie Lichtwi: 
zu bedienen, der, wie man sagen kann, der hauptsachlichste Vertrete 
der Auffassung ist, dab die Harnkolloide fiir die Harnsaure eine lésung: 
vermittelnde Wirkung besitzen. 

Meinen Ultrafiltrationsversuchen kénnte man eine nicht absolut 
Sicherheit in der Trennung von Kolloiden und Kristalloiden des Harn: 
vorwerfen. Bechhold, der gewib eine Autoritat auf diesem Gebiete is 
behauptet, daB nur die Kristalloide ein 10°,iges Kollodiumfilt: 
passieren. Wenn aber die von ihm gepriijten Kolloidsubstanzen bestimu 
nicht hindurchgehen, so bedeutet das nicht, daB iiberhaupt irgendwelc! 
Suspensions- oder Emulsionskolloide nicht hindurchgehen miissen, 1 
unserem Falle also die Harnkolloide. 

Ich habe daher daran gedacht, da8 man zur Erzielung einer voll 
stindigen und sicheren Trennung von Kolloiden und Kristalloide 
auf die urspriingliche Methode zuriickgreifen miiBte, welche die einzis 
wirklich sichere ist und die eben zur Entdeckung der Kolloide gefiih 
hat: die Dialyse. So habe ich mir vorgenommen, eine Reihe von Ver 
suchen auszufiihren, in denen zu wisserigen Lésungen von Harnsiur 
eine bestimmte Menge von normalem Harn, von dialysiertem Har 
und von Harndialysat selbst hinzugefiigt wurde, um die fiir die Har: 
siure lésungsvermittelnden Figenschaften dieser verschiedenen Zusatz 
vergleichend zu priifen. Nach verschiedenen Versuchen bin ich zu de 
Uberzeugung gelangt, daB die beste Methode, die man befolgen mu! 
diese ist: es war zu ermitteln, ob der Zusatz von komplettem bzv 
dialysiertem Harn oder Dialysat zu einer bei hoher Temperatur ¢ 
sittigten Lisung von Harnsiure das Ausfallen derselben nach <e' 
Erkalten verhindert. 
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Die von mir angewandte Technik war folgende: 


Eine bestimmte Menge einer wisserigen iibersittigten Harnséure- 
osung wird auf 70 bis 80° erhitzt. Ist die gewiinschte Temperatur erreicht, 
so filtriert man schnell durch Filtrierpapier durch auf die gleiche Tem- 
peratur erwarmte Trichter in ebenfalls erwirmte graduierte Zylinder. Hat 
man die gewiinschte Menge Filtrat erreicht, so gieBt man schnell die kalte 
Fliissigkeit, deren lésungsvermittelnde (solubilisierende) Eigenschaften 
man priifen will, in die verschiedenen Zylinder. Man lat die Behalter 
kalt werden und bringt sie nach ungeféhr einer 4% Stunde in einen kalten 
Raum, was in der kalten Jahreszeit, in der ich den gréBten Teil meiner 
Versuche ausfiihrte, leicht zu erreichen war. Die Zylinder werden 48 Stunden 
stehengelassen, worauf nach Feststellung eines etwaigen Harnséurenieder- 
schlags durch Papier filtriert und im Filtrat die quantitative Bestimmung 
der Harnséure nach der gewéhnlichen Methode von Folin und Shaffer 
vorgenommen wird. Ich habe diese Bestimmungsmethode fiir alle meine 
Versuche gewéhlit auf Grund des Urteils beriihmter Biologen wie Abder- 
halden und Oppenheimer, die sie als praktisch und genau bezeichnen. 

Es war vorauszusehen, daB der Harn auf die Ausfillung der Harnsaéure 
hemmend wirkt. Es ist tatséchlich so erfolgt, wie sich aus einer kleinen 
Reihe von Kontrollversuchen der Methode, die ich weiter unten wiedergebe, 
ergeben hat. Bei diesen richtete ich mein Augenmerk nur darauf, zu sehen, 
ob sich die Methode zum Studium des Problems cignet. Ich habe bei jedem 
Versuch (stets mit verschiedenem, normalem Harn ausgefiihrt ), entsprechend 
den oben angegebenen allgemeinen Richtlinien, eine Reihe von drei Be- 
hiltern A, B, C hergestellit, in die ich folgende Lésungen brachte: 


Behalter A: Harnséurelésung von 70° . . . . . . 120é¢em 
Destilliertes Wasser. ........ 8 ,, 

Behalter B: Harnséurelésung von 70° . . .. . . 120 ,, 
OT PS RAND wo ae ae el 

Behalter C: Destilliertes Wasser. ....... . 120 
ae ae ae ee hee ee el 


Ich lieB sie 48 Stunden stehen, filtrierte und bestimmte die Harnséure 
n den Behaéltern 3 und C nach der Folin-Shajferschen Methode; beim 
Behalter A, der nur eine wasserige Lésung von Harnséure enthielt, ging 
ich gleich nach Zusatz von Schwefelséure zur Titration mit Permanganat vor. 


Tabelle I. 


Tabelle der Kontrollversuche der Methode, ausgefiihrt durch Zusatz von 
komplettem Harn. 








A B Cc 
. : , Harnsauregehalt in 
Versuch Reaktion Harnsauregehalt in oe : Harnsauregehalt in 
des Harns wasseriger Lésung weet Sours Harn + Wasser 
Nr £%/o gel g°/o 
1 sauer 0,007 0,036 0,009 
2 _ 0,004 0,028 0,010 
3 neutral 0,005 0,046 0,017 
4 sauer 0,008 0,047 0.018 
5 alkalisch 0,004 0,042 0,010 
6 i 0,005 0,922 0,907 
Mittelwerte: 0,005 0,037 0.012 


Biochemische Zeitschrift Band 200 - 





R. Ascoli: 


Es ist evident, dab die Resultate von C, die dem Harnsauregeha}: 
des Harns an sich entsprechen, von den Resultaten von B abgezoge; 
werden miissen. Z. B. ergibt sich beim Versuch Nr. 1, dab die Har: 
sdiure im destillierten Wasser (Behalter A) im Verhiltnis von 0,007 
gelést ist, wahrend im Wasser + Harn (Behilter B) davon eine Meng 
von 0,036 — 0,009 °,, = 0,027°,, gelést ist. 

Diese Methode eignet sich also fiir das Studium der ,,harnsaur 
solubilisierenden** Faktoren des Harns. Der Harn verhindert stet: 
im gréBeren oder geringeren Mabe betrichtlich die Ausfillung der 
Harnsaure. Es liegt mir daran, sofort darauf aufmerksam zu mache; 
daB diese hindernde Wirkung sich unabhingig von der Harnreaktio: 
entfaltet. 

Wir sehen z. B., dab der Harn Nr. 1 und 4 von saurer Reaktiv, 
eine stirker solubilisierende Wirkung ausiibt als der Harn von Nr: 
und 6, der neutral bzw. alkalisch reagiert. Die ,,harnsiuresolubi! 
sierende** Wirkung ist folglich nicht auf das Vorhandensein von mel 
oder weniger Saéure im Harn zuriickzufiihren, sondern ist, wenigstens 
zum groben Teile, auf andere Faktoren zu beziehen. 


Nach Wahl dieser Untersuchungsmethode habe ich zunichst di: 
losungsvermittelnde Wirkung des vollstandigen normalen Harns mit 
dem dialysierten, der nur Kolloidsubstanzen enthalt, vergleiche: 


wollen. Von den verschiedenen gebraiuchlichen Dialysiermethode: 
habe ich fiir den gréBeren Teil meiner Versuche die Dialysiermethoc: 
durch Fischblasen, die gewéhnlichen Fischblasenkondoms, gewahlt 
fiir wenige Versuche, die mit einem Stern bezeichnet sind, habe ic! 
die Dialyse durch natiirliches Pergament vorgenommen. 

Die Dialyse durch Fischblasen erfolgt schnell und sicher un 
genieBt im allgemeinen die Sympathie des gréBten Teiles der Autore: 
Schade bezeichnet sie als ausgezeichnet. Aus meinen Versuchen geht 
hervor, da sie sehr gute Resultate liefert, vorausgesetzt, dab dix 
Membran keine Lécher hat, was nicht selten vorkommt. Es ist deswege: 
notwendig, sich vor und nach jedem Versuch des perfekten Zustandes 
der Blasen selbst zu versichern. 

Es scheint mir, dab meine Methode, stets in Lésung befindliclh: 
Harnkolloide zu verwenden, bemerkenswerte Vorteile im Vergleich z 
der Lichtwitzschen bietet, der die Kolloide trocken auszieht und six 
dann in Wasser wieder list; auch ich habe friiher Versuche nach Art 
der Lichtwitzschen ausgefiihrt und bemerkte, daB das trockene Har: 
kolloid sich sehr unvollstandig im Wasser wieder list und dadurch sehr 
triibe Lésungen liefert, und ich neige sehr dazu zu glauben, daB es durc! 
das Austrocknen einen ProzeB physikalischer Denaturierung durc! 
macht (wie es fiir die Proteine bekannt ist). 
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Die von mir fiir die erste Reihe der Dialysierversuche befolgte 


' Technik ist folgende: 


Kine bestimmte Harnmenge (80 bis 160 ccm) wurde in einer oder 
mehreren Fischblasen gegen das 10- bis 20fache Volumen destillierten 
Wassers zum Dialysieren aufgestellt. Dieses Wasser wurde alle 2 bis 


> 3 Stunden waéhrend des Tages erneuert. Nach etwa 36 Stunden hat die 
' Fliissigkeit im Innern der Membran an Volumen zugenommen und zeigt 


eine charakteristische zart gelbgraue Farbe; gewéhnlich ist sie klar und 


‘durchsichtig, nur manchmal leicht opalisierend, ergibt jedoch nie einen 


Niederschlag. Die Reaktion ist konstant neutral. Hat man nun diesen 


'von Kristalloiden freien Harn erzielt, bringt man den kompletten Kontroll- 


harn dureh destilliertes Wasser auf das gleiche Volumen und stellt eine 
teihe von vier Behaltern her, die folgendermaBen angeordnet sind: 


Behalter A: Harnséurelésung von 70® . . . . . . 120cem 
Destilliertes Wasser. ........ 80 ,, 


Behalter B: Harnséurelésung von 70® . ... . . 120 
oS Ee ee ee 


Behalter C: Harnséurelésung von 70® . . . . . . 120 
Kompbetter Ham .......:. @ 


Behalter D: Destilliertes Wasser. . ...... . 120 
Rommpentter Bieme «.. 1.20 ® 
Das Verfahren ist genau das gleiche wie das oben fiir die Kontroll- 
versuche der Methode beschriebene. 


Tabelle II. 


labelle der die lésungsvermittelnde Wirkung des dialysierten mit der des 
kompletten Harns vergleichenden Versuche. 





A B Cc D 


Harnsauregebalt Harnsauregebalt 
. in Harnsaure- in Harnsaur > 
lésung + dia- lésung + kot. 
lysierter Harn pletter Harn 


Harnsauregehalt 
in komplettem 
Harn + Wasser 


Versuch Reaktion Harnsauregehalt 
des Harns in Harnsaure- 
lésung + Wasser 


neutral 0,013 0.016 0,033 0,006 
sauer 0,008 0,011 0,017 0,004 
alkalisch 0.096 0.019 0,937 0,005 
S 0,005 O.O15 0.030 0.007 
sauer 0,006 0.012 0.015 0,003 
Py = 61 
alkalisch 0,015 0,007 0,023 0,06 
Pu = 5,1 
Mittelwerte: 0,009 0.013 0,026 0,005 


Bei den mit einem Stern bezeichneten Versuchen Nr.5 und 6 wurde 


‘das py des Lésungswassers durch Zusatz einer kleinen Menge von 


mono- oder tribasischem Kaliumphosphat dem py des kompletten 


'Harns gleichgemacht, das nach der kolorimetrischen Methode von 
| Michaelis bestimmt wurde. Es sollte gepriift werden, ob eventuell 


1 . 
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die lésungsvermittelnde Wirkung des Harns allein durch die Reakt 
bedingt wird und gleich ist der einer wasserigen Lésung irgend eine) 
Saure oder sauren bzw. basischen Salzes von gleichem py. Es ist evident 
daB die losungsvermittelnde Wirkung des Harns stets der einer Kaliu; 
salzlésung von gleicher Wasserstoffionenkonzentration tiberlegen ist 
Beim sauren Harn Nr. 5 mit einem py von 6,1 ergab sich z. B. ein 
Gehalt an geléster Harnsiure von 0,015 — 0,003 0,012 g-°%, gege 
iiber 0,006 g-°., der Phosphatlésung mit gleichem pag. 

Welches sind die SchluBfolgerungen, die man auf Grund unserer 
Tabelle ziehen kann‘ Vor allem scheint mir daraus deutlich hervo, 
zugehen, daB die lésungsvermittelnde Wirkung des dialysierten Haris 
wenn auch vorhanden, so doch minimal ist (Durchschnittswert de 
dialysierten Harne: 0,013 gegeniiber 0,009 der Lésungen der Harnsiur 
im Wasser). Ich habe zunachst diese Resultate ohne weiteres akzeptiert 
da ich keinerlei Schwierigkeit darin sah, zuzugeben, dab die Har 
kolloide eine gewisse geringe lisungsvermittelnde Wirkung auf di 
Harnsiure besitzen kénnten. Ich mub bemerken, dab ich, in Anbetracht 
der langen Dauer der Dialyse, damit rechnete, am Ende derselben ein 
vollstandige Entfernung aller Kristalloide und folglich auch der Harn 
siure erreicht zu haben. Wir werden sehen, dai es in Wirklichkeit nicht 
so erfolgte, sondern spiter nachgewiesen wurde, da bei meinen Ver 
suchen mehr oder weniger konstant eine gewisse Menge Harnsiur 
im dialysierten Harn zuriickbleibt. 

Zweitens entfaltet der komplette Harn, nach Berechnung wn 
Abzug des urspriinglichen Gehalts an Harnsiure, eine unbestreitbar 
reine Schutzwirkung, die, wenn sie nicht extreme Verhaltnisse annimmt 
stets einwandfrei gréBer ist als die des dialysierten Harns (Mittelwert 
0,021°, gegen 0.013%). Drittens gewinnt man aus der Tabelle ce: 
Eindruck, dab diese Schutzwirkung mehr oder weniger mit der Reaktio: 
parallel geht, mit einem Maximum beim alkalischen und einem Minimun 
beim sauren Harn. Es war zu erwarten, daB die Reaktion fiir die Léslich 
keit der Harnsiure von groBer Wichtigkeit ist: es handelte sich nw 
darum, zu bestimmen, ob die lésungsvermittelnden Eigenschaften ces 
Harns einzig und allein von der Reaktion abhangig sind, oder ob si 
auBerdem dem Einflu8 anderer Faktoren unterworfen sind. Auf Grund 
der Tabelle [ haben wir feststellen zu diirfen geglaubt, daB die lésungs- 
vermittelnden Eigenschaften mit der Reaktion nicht parallel gehen 


Aus dieser letzteren Tabelle scheint sich eher das Gegenteil zu ergeben 
Es scheint mir, da} man aus alledem die SchluBfolgerung ziehen dar! 
da8 dieser Parallelismus in manchen Fallen besteht und in manchen 
nicht. Mit anderen Worten: bei bestimmten Harnen ist allein ode 
vorwiegend der Faktor ,,.Reaktion** von Bedeutung, wahrend er bei 
anderen an zweite Stelle tritt gegeniiber einem anderen Faktor X, de: 
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wir nicht kennen. In diesem letzteren Falle kann man einen alkalischen 
Harn haben mit schwachen lésungsvermittelnden Eigenschaften und 
einen sauren Harn mit relativ starken lésungsvermittelnden Eigen- 
schaften. Ich mu diesbeziiglich mitteilen, dab alle diese Versuche 
mit dem Harn des gleichen Subjekts ausgefiihrt wurden; dieses befand 
sich unter physiologischen Verhaltnissen und bei normaler Ernahrung. 


Durch eine zweite Serie von Dialysierversuchen habe ich die 
lisungsvermittelnde Wirkung des dialysierten Harns mit der des 
Dialysats vergleichen wollen; unter Dialysat verstehe man hier nicht 


eine Lésung, die alle Kristalloide des urspriinglichen Harns enthalt, 
sondern die Fliissigkeit, die aus einer relativ geringen Menge auberhalb 
der Membran befindlichen destillierten Wassers (im Verhaltnis von 
20 Wasser zu 16 Harn) — den kristalloiden Substanzen, die in 
24 Stunden durch die Membran hindurchgegangen sind, besteht. Auf 
diese Weise ist anscheinend nur ein Teil der Kristalloide, theoretisch 
etwas mehr als die Halfte, in die Aubenfliissigkeit gelangt. Es ist 
folglich klar, dab, wenn es mir méglich gewesen wire, eine lésungs- 
vermittelnde Wirkung dieses mehr als doppelt verdiinnten ,,Kristalloid- 
harns** nachzuweisen, ich daraus hitte schliefen kénnen, dab die 
Schutzwirkung der Kristalloide des urspriinglichen unverdiinnten Harns 
noch betrachtlicher sein miibte. 

Die Technik ist folgende: 

160 cem Harn werden in einer Fischblase (besser zwei Fischblasen: 
gréBere Schnelligkeit und geringere Gefahr des ZerreiBens durch tiber- 
miBiges Gewicht) oder durch natiirliches Pergament zum Dialysieren 
gegen 200 ccm destillierten Wassers in einem kalten Raume aufgestellt. 
Nach 24 Stunden entnimmt man die AuBenfliis:igkeit, die natiirlich an 
Volumen abgenommen hat (durchschnittlich sind es 180cem geworden) 
und stellt sie beiseite. Dann setzt man die Dialyse des Harns nach der 
gew6hnlichen Weise bis zur Beendigung fiir weitere 24 Stunden fort und 
wechselt dabei haufig das AuBenwasser. Nach 24 Stunden bringt man 
das Dialysat, das ganz das Aussehen eines etwas verdiinnten Harns hat, 
und den dialysierten Harn, der die gewéhnliche zarte graugelbliche Farbe 
zeigt, durch destilliertes Wasser auf gleiches Volumen. Man stellt also 
nach den gewéhnlichen Angaben eine Serie dieser Art auf: 

Behélter A: Harnséurelésung von 70° . . . . . . L20cem 
Destilliertes Wasser. ........ 80 
Behalter B: Harnséurelésung von 7U° . . . . . . 120 
Reenpeseweer Tiemm. ... 22. reecrese @ 
Behalter C: Harnséurelésung von Se 
ES ee nr i ak 
ee PS EI tt wt ttm es 
ee a sss a ee e x es ek 6 
Behalter E: Dialysierter Harn. . ....... 80 
Pane See TENE Os 6 a Ss eS we ce BE 
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Die Resultate dieser Versuchsserie sind folgende: 


Tabelle III. 


Tabelle der die lésungsvermittelnde Wirkung des dialysierten Harns 1 
der des Dialysats vergleichenden Versuche. 





A B Cc D E 
Wasserige Wasserige 
Harnsaure- Harnsaure- Dialysat 
lésung + dia- lésung + Wasser 
lysierterHarn + Dialysat (geléste Harn- 
(geléste Harn- (geléste Harns saure in g-°/») 
saure in g-°/9) saure in ge°/o) 


Dialysierter 
jarn 
+ Wasser 
(geléste Harn 
saure in g: 


Wasserige 
Reaktion Harnsaure- 
des Harns losung 
(geléste Harn- 
saure in ge°/,) 


alkalisch 0,004 0,010 0,024 0,004 
neutral 0.005 0,006 0,016 0,004 
alkalisch 0,007 0,006 0,024 0,004 
(Px 7,3) 
alkalisch 0,007 0,015 0,082 0.094 
(PH 7,2) 
sauer 0,006 0,009 0,036 0.004 0.004 
(Pu 6.6) (1) 
sauer 0,007 0,010 0,033 0,003 0,005 
(Py = 6,5) (1) 
sauer 0.009 0.013 0,009 0.003 0.005 
(Py = 5,6) (1) 
Mittelwerte: 0,006 0,009 0,024 0,003 0,004 


Bei den mit einem Stern bezeichneten Versuchen wurde die Dialysier- 
methode durch natiirliches Pergament angewandt. 


Wir nahmen, wie schon oben erwahnt, an, daB8 durch die lange 
Dauer der Dialyse, der wir die Harne unterwarfen, diese vollstindig 
von ihrer Harnsiure befreit werden. Nur gegen Ende unserer Versuche 
stellten wir fest, daB dies nicht erfolgte, daB hingegen bei der von uns 
stets verwandten Technik, Zeit usw. eine sehr geringe Quantitat Harn- 
siure in der Fliissigkeit innerhalb der Membran zuriickblieb. Dieses 
ergibt sich aus der Beobachtung der Versuche Nr. 5, 6 und 7, bei denen 
durch eine Analyse nachgewiesen wurde, daB eine bestimmte Quantitat 
dialysierten Harns gleich der fiir die Mischung im Behalter B ver- 
wandten, durch Wasser auf das Volumen eben dieser Mischung gebracht 
(200 cem), durchschnittlich 0,004 g-°,, an Harnsaure enthalt. Dieser 
Wert (E) muB selbstverstandlich von dem entsprechenden Werte des 
Behilters B abgezogen werden: so z. B. — was Versuch Nr. 5 anbelangt 
— wiahrend sich die Harnsaéure im Wasser (Behalter A) im Verhaltnis 
von 0,006 g-°,, und im Wasser + Dialysat im Verhaltnis von 0,03 
— 0,004 = 0,032 g-°%, list, in der wasserigen Lésung -+- dialysiertet 
Harn findet man folgendermaBen nur 0,009 — 0,004 = 0,005 ¢-° 
gelist, eine Menge, die wir praktisch dem Wert von A gleichsetzen 
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durfen. Die Tatsache, daB die Entfernung der Harnsaure bei unseren 
Dialysen keine vollstandige war, erklart uns, weshalb sowohl bei den 
\ersuchen der Serie LI wie bei den Versuchen der Serie LI es sich ergab, 
dab die Lésungen B, von Harnsaure + dialysierter Harn, einen stets 
etwas gréBeren Gehalt an Harnsaure zeigten (von 0,004 g bei der Serie LI 
und 0,003 g bei der Serie ILI) als die Lésungen A, von Harnsaure in 
Wasser, eine Erscheinung, die wir, wenn auch nur von minimaler 
GréBe, als lésungsvermittelnde Wirkung der Harnkolloide _ inter- 
pretierten. 

Wir weisen darauf hin, dab die erwahnten Werte auch numerisch 
mit dem Mittelwert (0.004) der Lésung E fast zusammenfallen, die also 
einer Menge Harnsiure entspricht, die nicht durch die Membran ge- 
drungen ist. Dies vorausgeschickt, ist es leicht hervorzuheben, dab 
sich auch aus den Versuchen dieser Serie ergibt : daf die dial ysierten Harne 
fiir die Harnsdure keinerlei lésungsvermittelnde Wirkungen darbieten 
(Mittelwert entsprechend dem oben erwihnten von 0,009 — 0,004 

0,005 g-°,, gegen 0,006 g-°.,, dem Mittelwert der Harnsaureldslich- 
keit in destilliertem Wasser). Wir stellen nebenbei fest, dab die Reaktion 
dieser dialysierten Harne stets ohne Ausnahme neutral war. Das 
Dialysat des Harns, wenn es auch nur einen Teil der Harnkristalloide 
enthalt, iibt doch fiir die Harnsdure eine deutliche und klare lésungs- 
vermittelnde Wirkung aus. (Mittelwert von 0,024 — 0,003 = 0,021 g-% 
gegen 0.006 g-°,,, dem Wert der im Wasser gelésten Harnsiure, und 
0,005 g-%,, dem Léslichkeitswert der Harnsaure in Wasser + dialy- 
sierter Harn.) Besonders wichtig erscheint uns die Beobachtung des 
Verhaltnisses von lésungsvermittelnder (,,solubilisierender) Wirkung 
zur Reaktion. Wir miissen vorausschicken, daB die Harne Nr. 5, 6 und 7 
vor der Dialyse durch Zusatz von einigen Tropfen Phosphorsiure auf 
den gewiinschten Siurewert gebracht wurden: Niederschlige oder 
ihnliche Nebenwirkungen wurden nie beobachtet. Seit den ersten 
Versuchen konnten wir wie bei der vorhergehenden Serie beobachten, 
daB zweifellos eine lésungsvermittelnde (,.solubilisierende’*) Wirkung 
durch den alkalischen oder neutralen Harn ausgeiibt wurde. Wir 
haben schon anderswo gesagt, da’ Zweifel in uns entstanden, ob diese 
Erscheinung allein der Zufiihrung der Alkaliionen, die bekanntlich 
an sich die Léslichkeit der Harnsaure im Wasser erhéhen, zuzuschreiben 
sei. Es blieb uns nur ein Mittel iibrig, um diese Frage zu lésen: wenn 
wir hatten nachweisen kénnen, daB saure Dialysate von sauren Harnen 
ebenfalls ,,harnsiuresolubilisierende’* Wirkung besitzen, so hatte diese 
nur einem anderen Faktor X zugeschrieben werden kénnen; ein un- 
bekannter Faktor, der entweder eine reine Kristalloidsubstanz oder 
ein an das Vorhandensein von kristalloiden Substanzen gebundener 
Faktor ist, der jedoch nichts mit der Alkalinitat der Loésung selbst 
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zu tun hat. Wir haben deshalb versucht, uns konzentrierteren Harn 
zu verschaffen, indem wir vor der Urinausscheidung eine Mahlzeit 
ohne Fliissigkeiten einnehmen lieben. Dieser Art waren die Harne 
Nr. 5, 6, 7, die mit dem Zeichen (1) bezeichnet sind. Wir nahmen an 
dab solche unbekannte Substanzen oder Faktoren leichter ihre Tatigkeit 
in konzentrierterer als in verdiinnter Lésung entfalten wiirden. Es 
ist uns so gelungen, zwei Harne zu erzielen mit py 6,6 und 6,5 
also folglich einwandfrei saure Harne mit sehr evidenter, fiir die Har» 
sdure ,lésungsvermittelnder’®’ Wirkung (bzw. Werte 0,036 und 0,033 
gegen 0.009 und 0,010 der entsprechenden dialysierten Harne von 


neutraler Reaktion). 


Es ist mehr als klar, dab. wenn Dialysate von sauwren Harne: 
trotz der bekannten ungiinstigen Beeinflussung der Harnsdureldéslich 
keit durch die Aziditat, eine einwandfreie, deutliche lésungsvermittelnde 
Wirkung fiir die Harnsiure ausiiben, waihrend dieselben dialysierten 
Harne, die ausschlieBlich oder fast ausschlieBblich Harnkolloide ent 
halten und neutrale Reaktion aufweisen, diese nicht besitzen, wir daraus 
ableiten miissen, dafB die Kolloidsubstanzen des Harns keinerlei bx 
sonders giinstige Wirkung auf die Léslichkeit der Harnsaure haben 
und dab die lisungsvermittelnde (,.solubilisierende*) Wirkung des 
Harns allein auf die in ihm enthaltenen Kristalloidsubstanzen zuriick 
zufiihren ist. Was den Harn Nr.7 betrifft, bemerken wir, daB dessen 
Saurewert betrachtlich ist (pq — 5,6); dieses erklirt, daB es uns nicht 
méglich war, bei diesem eine lésungsvermittelnde Wirkung aufzudecken 
Wie wir an anderer Stelle gesagt haben, handelt es sich im Harn um 
eine Art Gleichgewicht zwischen gegensitzlichen Faktoren, von denen 
einer, negativer Faktor, durch die Aziditét dargestellt wird. Bei den 
nicht besonders sauren Harnen Nr. 5 und 6 hat der Faktor Aziditat 
den lésungsvermittelnden Substanzen der Harnsiéure unterliegen 


miissen, und die Saure ist in Lésung geblieben. Beim Harn Nr.7 mit 
betrachtlicher Aziditit ist hingegen eine Verschiebung des Gleich- 
gewichts in entgegengesetzter Richtung erfolgt, und durch das Uber 
wiegen der sauren Kriifte sind die lésungsvermittelnden (,,solubili- 
sierenden’*) Faktoren geringer geworden, und ist ein Niederschlag der 


Harnsiure eingetreten. 


Lichtwitz hat unter anderen einen Versuch ausgefiihrt, der an 
sich sehr elegant und demonstrativ ist. 


Der Verfasser gibt folgendes an: ,,Wenn man den Harn gegen das 
mehrfache Volumen destillierten Wassers dialysiert und das Dialysat 
durch Verdampfen auf das Anfangsvolumen bringt, so erhélt man einen 
Niederschlag, in dem man auBer Harnséure Calciumphosphat und Calcium- 
oxalat findet.* 
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Lichtwitz folgert hieraus die Bedeutung der Harnkolloide fiir das 
Verweilen der Harnsaure in Lésung. Soviel ich weib, macht Lichtwitz 
keine genaue Angaben, welches das Dialysier- und Verdampfungs- 
verfahren und welches die Quantitat der ausgefallten und der in Lésung 
gebliebenen Harnsaure war. Deshalb, da quantitative Angaben fehlen 
und das Experiment einfach und demonstrativ ist, habe ich es ver- 
suchen wollen, mit der Absicht, einen kleinen Beitrag zum Studium 
dieser Frage zu liefern. 


150 cem Harn werden in einer Fischblase gegen 450 cem destillierten 
Wassers zum Dialysieren aufgestellt. Nach 12 Stunden wird das Dialysat 
uifgefangen und beiseite gestellt. Die Dialyse wird gegen weitere 450 cem 
Wasser fortgesetzt. Nach weiteren 14 bis 16 Stunden wird das zweite 
Dialvsat aufgefangen und mit dem ersten vermischt. Die Gesamtfliissigkeit 
wird in einen Aspirationsverdampfungsapparat gebracht und einer Tem- 
peratur von etwa 70° unterworfen, bis das Volumen des Anfangsharns 
erreicht ist (150 cem). Ist dies Volumen erreicht, l4Bt man das Dialysat 
erkalten; dieses zeigt sich sehr leicht getriibt und enthaélt kaum wahr- 
nehmbare Spuren von einem Sediment, das man nicht einmal auf Filtrier- 
papier auffangen kann. Man lat das Dialysat 24 Stunden in einem kalten 
Raume stehen. Darauf wird es durch Papier filtriert und die quantitative 
Bestimmung der Harnséure vorgenommen; diese Bestimmung wird gleich- 
zeitig am dialysierten Harn und an einer bestimmten Quantitaét des kom- 
pletten Kontrollharns vorgenommen. Uber die folgenden Resultate war 
ch wirklich tiberrascht: 





Geléste Harnsaure Geléste Harnsaure 
des dialysierten des kompletten 
Harns Harns 


Versuch . Geléste Harnsaure 
Reaktion des Dialysats 


alkalisch 0,046 0,006 0.057 
neutral 0.075 0,003 0.082 


Mittelwerte: 0,060 0.004 0.069 


Wie man daraus ersieht, kénnen wir sagen, da} praktisch das 
Dialysat die ganze Harnsiiure in Lésung erhalt (0,046 + 0,006 — 0,052 
gegen 0.057 des Kontrollharns fiir Nr. 1, 0,075 — 0,003 — 0.078 gegen 
(.082 des Kontrollharns fiir Nr. 2), da die Differenz von 0,004 minimal 
ist. Hier handelt es sich tiberdies um Harne mit sehr hohem Harn- 
siuregehalt, der beim zweiten Versuch ungefaihr 20mal gréBer ist als 
der wirkliche Léslichkeitswert der Harnsiiture. Und doch sind bei voll- 
stiindiger Abwesenheit von Kolloidsubstanzen mehr als 95 °% der Harn- 


siure ungestért in Lésung geblieben. Dabei ist es nicht ausgeschlossen, 
daB der minimale Harnsiéureniederschlag dem langen Erwarmen oder 
anderem zuzuschreiben ist. Es scheint mir deshalb, da man auch 
hier daraus folgern kann, daB die Harnkolloide fast keinen, praktisch 
genommen, gar keinen Anteil an der ,,harnsduresolubilisierenden Wir- 
kung des Harns haben. 
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Zusammenfassung. 


1. Aus meinen friiheren Versuchen ergab sich in Ubereinstimmung 
mit den Theorien von Kohler und anderen, daB die Entfernung der 
Kolloidsubstanzen aus dem Harn, sei es durch Ausschiitteln mit Benzo! 
sei es durch Ultrafiltration des Harns, die Léslichkeit der Harnsiure 
weder herabsetzt noch zu ihr in irgend einer Beziehung steht. 

2. Ich habe nun untersucht, ob der Zusatz von normalem Harn 
bzw. von dialysiertem Harn oder von Dialysat eines Harns das Aus. 
fallen der Harnsaéure aus Lésungen, die durch Erwirmen iibersittigt 
worden waren, nach dem Erkalten verhindert und gegebenenfalls in 
welchem Verhaltnis. 

3. Ich habe beobachtet, da8 der komplette Harn eine fiir die 
Harnsaure einwandfreie, lésungsvermittelnde Wirkung ausiibt dadurch 
daB er deren Ausfallen nach dem Erkalten verhindert. 

4. Der dialysierte Harn zeigt kaum eine fiir die Harnsiure lésungs. 
vermittelnde Wirkung. 

5. Das Dialysat des Harns zeigt eine einwandfreie, deutliche 
losungsvermittelnde Wirkung. 

6. Die lésungsvermittelnde Wirkung des dialysierbaren Teiles des 
Harns ist nicht direkt abhingig von der Reaktion des Harns, da es 
manchmal saure Harne mit stark lésungsvermittelnder Wirkung 
manchmal alkalische Harne mit geringer lésungsvermittelnder Wirkung 
gibt. 

7. Wenn auch die giinstige Wirkung der Alkalinitét und un 
giinstige der Aziditaét nicht geleugnet werden kann, so ist doch anzu- 
nehmen, daB oft die ,,harnsiuresolubilisierende’ Wirkung anderer 
Lésungsvermittler derartig tiberwiegt, daB diese die Wirkung der 
Reaktion als lésungsvermittelnder Faktor verdecken. 

8. Harndialysate, die durch Erwarmung und Aspiration auf ihr 
Anfangsvolumen gebracht sind, erhalten praktisch die ganze Harnsaure 
in Lésung. 

9. Auf Grund dieser Beobachtungen glaube ich behaupten zu 
diirfen, daB fast die ganze fiir die Harnsdure losungsvermittelnde (,,solubili- 
sierende’*) Wirkung des Harns den kristalloiden Substanzen zugeschrieben 
werden mup und daB sie allgemein an deren Vorhandensein gebunden isi 
utihrend die Harnkolloide in dieser Hinsicht keine besondere Bedeutuny 
haben. 

Ohne in das Gebiet reiner Hypothesen eintreten zu wollen, ware 
es gewagt zu sagen, welches und welcher Art diese Lisungsvermittler 
sind. So kénnte es sich um einen physikalisch-chemischen Mechanis mus 
wie um eine rein chemische Erscheinung handeln. Nach der ersten 
Hypothese miissen wir als das Wahrscheinlichste an ein spezielles 
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| bersattigungsphinomen denken (nicht im Sinne von Kohlers Aus- 
fihrungen, wo bei den Lésungen, die iibrigens Urate, nicht Harnsdure 
enthielten, ein Niederschlag auf Zusatz von weiteren Kristallen der 
gelésten Substanz erfolgte), das streng an das Vorhandensein der 


Kristalloide gebunden wire. Nach einer anderen, vielleicht wahrschein- 
licheren Hypothese — nach den Annahmen von Chelle und Rangier 
und anderen Autoren — hatte die Harnsiure im Harn einen solch 
hohen Léslichkeitsgrad, weil sie sich nicht als solche im Harn befdnde, 
sondern als Teil eines komplexeren Molekiils mit eigenen chemischen 
und physikalischen Eigenschaften und folglich eigener Léslichkeit ; 
die bei der Analyse verwandten Laboratoriumsreagenzien und ver- 
schiedene Krankheitsfaktoren wiirden ihre Ablésung von dem Molekiil 
und damit ihr Ausfallen bewirken. 
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Beitrige zur Biochemie der Avitaminosen. 


Nr. 10. 
Acetaldehydbildung im Muskelgewebe von normalen, avitaminésen 
und hungernden Tauben. 
Von 
Alexander Palladin und A. Utewski. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut, Charkow.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1928.) 


Zur Erforschung der Oxydationsprozesse im tierischen Organismus 
unter bald diesen, bald jenen experimentellen Bedingungen werden 
verschiedene Methoden angewandt. Man kann dem Tiere eine Substanz 
die man zu untersuchen wiinscht, subkutan oder intravends einspritzer 
und dann ihr Vorhandensein im Harn priifen. Eine quantitative oder 


beinahe quantitative Ausscheidung dieser Untersuchungssubstanz 
deutet darauf hin, daB der Organismus unfahig ist, deren Oxydatior 
zu bewirken. Man kann aber auch die einzelnen Zwischenglieder i: 
der langen Kettenreihe von Oxydations- und Reduktionsprozessen 


die im tierischen Organismus vorgehen, untersuchen. 

Zur Erforschung der Oxydationsprozesse im tierischen Organismus 
der sich im Zustande des Hungers oder einer Avitaminose befindet 
wurden neben der direkten Untersuchung des Respirationskoeffizienten 
auch die beiden anderen Untersuchungsmethoden herangezogen. Dies 
Untersuchungen gaben aber nicht immer einheitliche Resultate. 


Abderhalden, als einer der ersten, fand bei den avitaminésen Tauben 
einen verminderten Gaswechsel. Durch ihre weiteren Forschungen habe: 
Abderhalden und Wertheimer bewiesen, daB im Gewebe der avitamindés« 
Tauben eine weniger intensive Sulfhydrylreaktion erhalten wird, als dics 
bei den Geweben der normalen Tauben der Fall ist. 

Diese Befunde bestritt Drummond: er arbeitete nach Twunnicli//s 
Methode und fand keine Differenz im prozentualen Gehalt an Glutathion in 
Muskelgewebe der normalen und avitaminésen Tauben. 

Hess wies auf eine gewisse Analogie zwischen den Symptomkomplexc: 
bei den avitaminésen Tieren und den durch eine subletale Dosis von Bla 
siure verursachten Vergiftungserscheinungen bei Tieren hin. 
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Der Auffassung Warburgs iiber die Rolle des Eisens beim Oxydations- 
prozeB in den Zellen und der Annahme iiber die verminderte Oxydations- 
higkeit des avitaminédsen Organismus kénnte man die Vermutungen 
yon Mc Gowan und Grichton, daB bei einer B-Avitaminose der Organismus 
an Eisenmangel leidet, gegeniiberstellen. 

Bei seinen Versuchen nach der Methode von Lipschitz konstatierte 
Hess, daB die Reduktionsgeschwindigkeit von m-Dinitrobenzol in den 
Geweben der avitaminésen Tiere eine stark verminderte wird. Sehr &hnliche 
Befunde hatte Rohr erhalten, der einen gewissen Parallelismus zwischen 
der Fahigkeit der Gewebe, Indikatoren zu reduzieren, und dem Vitamin- 
gehalt in diesen Geweben fand. 

Dagegen haben Drummond und Marrian durch die direkte Bestimmung 
der verbrauchten Sauerstoffmenge sowie durch die Untersuchung, ob die 
Gewebe avitaminéser Tiere zur anaeroben Reduktion des Methylenblaus 
befahigt sind, keine Intensitétsverminderung der Oxydationsprozesse 
gefunden. 

Analoge Resultate beziiglich der Wirkung der Avitaminose auf die 
Oxydationsprozesse hat auch Hojer erhalten, der die Gewebeatmung nach 
ler Methode von Thunberg (Methylenblaumethode) studierte, aber keine 
Verminderung der Oxydationsprozesse in den Geweben der an Skorbut 
erkrankten Tiere vorfand. 

Was jedoch die Oxydation der Kohlehydrate anbelangt, so vermuten 
viele Autoren, da8 ein avitaminéser Organismus nicht imstande wire, 
diese auf normale Weise zu oxydieren. A. Palladin wies im Blute der 
skorbutischen Tiere das Vorhandensein einer Hyperglykamie nach, die sich 
am Ende des Skorbuts in eine Hypoglykaémie umwandelt; dies bedeutet 
eine Stérung des normalen Kohlehydratstoffwechsels. 

Dies wurde durch die Forschungen von Collazo, Bickel und seinen 
Mitarbeitern iiber dysoxydative Carbonurie bestétigt. Es ergab sich, daB 
ein Teil des Kohlenstoffs, der im normalen Zustande durch die Lungen 
als CO, ausgeschieden wird, im Falle einer Avitaminose unoxydiert in 
den Harn iibergeht und dabei den C/N-Koeffizienten und die absolute 
Menge des Kohlenstoffs im Harn steigert. Bickel glaubt, daB man es hier 
mit einem ,,innerlichen Hunger“* zu tun hat und dai der avitamindése 
Organismus nicht imstande wire, die ihm zugefiihrten Substanzen (Kohle- 
hydrate) zu oxydieren. 

Lily Rosenwald fand, daB avitaminése Hunde im Urin mehr Milchséure 
als normale Tiere ausscheiden. Sie sieht dies als einen wichtigen Beweis 
einer Stérung der aeroben Phase des Kohlehydratstoffwechsels an. 

Auf die Utilisationsstérung der Kohlehydrate bei einer B-Avitaminose 
deuten Magne und Simmonet, die durch ihre Versuche bewiesen haben, 
daB eine Einspritzung von Glucose den Respirationskoeffizienten bei 
hungernden Tauben nicht steigert. 

Uber ganz entgegengesetzte Ergebnisse berichtet Mazttill. Bei Ein- 
spritzungen von Rohrzucker bemerkte er an avitaminésen Ratten starke 
Steigerungen des Respirationskoeffizienten. 

Was den Gehalt von Reservekohlehydraten in den Geweben der 
avitaminésen Tiere anbelangt, so haben verschiedene Forscher (A. Palladin, 
Collazo u.a.) eine starke Verminderung des Glykogengehalts gefunden. 
Leider stimmen auch diese Befunde nicht genau miteinander tiberein. 
Randoin und Lelesz fanden z. B. in der Leber avitaminéser Tauben, die 
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im Moment der Krampfe getétet wurden, einen Glykogengehalt, der ce 
Norm nahestand. 


Um die Frage nach der Fihigkeit eines avitaminéisen und hun. 
gernden Organismus, Kohlehydrate zu utilisieren (oxydieren), besser 
lésen zu kénnen, haben wir Untersuchungen iiber die Bildung eines 
Kettengliedes des intrazellularen Kohlehydratstoffwechsels des 
Acetaldehyds — in den Geweben der avitaminésen und der hungernden 


Tiere angestellt. 

Nachdem Neuberg die Methode der quantitativen Bestimmung 
von Acetaldehyd geschaffen hatte, ist es uns erméglicht worden, seine 
Bildung in verschiedenen Geweben und die dabei mitwirkenden Faktoren 
zu untersuchen. Eine Anzahl von Autoren, die hauptsachlich nach 
der Methode Neubergs ihre Versuche anstellten, haben die Fihigkeit 
verschiedener Gewebe zur Acetaldehydbildung festgestellt. Dieser 
Untersuchungen tiber die Acetaldehydbildung unter verschiedenen 
Bedingungen bediente man sich spater zur Lésung der Frage nach der 
Wirkung dieser Einfliisse auf den normalen Gang der Oxydation de: 
Kohlehydrate; die Bildung von Acetaldehyd ist ein Oxydationsprozet! 
der nach Gottschalk durch die Gegenwart von Spuren HCN gehemmt 
wird. 

Die Bestimmung des Acetaldehyds nahmen wir nach der Methode 
von Neuberg (Abfangverfahren) vor. 

Fiir unsere Untersuchungen haben wir erwachsene Tauben im 
Gewicht von 300 bis 400 g genommen. Ein Teil derselben wurde in den 
Zustand der Avitaminose gebracht und bekam als Nahrung polierten 
Reis und Wasser. Die hungernden Tauben bekamen bloB Wasser 
Die Végel wurden in verschiedenen Intervallen getétet; im Zustande 
der Avitaminose meistens wahrend der vierten oder der dritten Woche 
im Zustande aber eines volligen Hungers am siebenten oder achten 
Tage, nachdem die Végel 25 bis 30°, ihres Kérpergewichts verloren 
haben. 

Auf diese Weise konnten wir die Bildung von Acetaldehyd in den 
Geweben der normalen, hungernden und avitaminésen Tauben er 
forschen. 

Alle unsere Untersuchungen wurden unter Einhaltung ganz ein- 
heitlicher Bedingungen angestellt. 

35 bis 40 g Taubenbrustmuskeln wurden ganz fein zerkleinert und in 
100 cem Tyrodelésung und 10¢cm Puffermischung (priméres und sekun 
dires Phosphat, py = 7) gelegt; dann wurden 2g CaSO, -+ 5cem Toluol 
hinzugefiigt. Die Kolben wurden auf 18 Stunden in einen Brutschrank 
bei 40° gestellt. Die alsdann entnommene Suspension wurde in einen Kolben 
gebracht, 5g CaCO, hinzugefiigt, die Kolben 10 Minuten lang erwarmt. 
Darauf wurde durch den Kolben Wasserdampf geleitet und das Destillat 
durch einen langen Kiihler in einem breiten Reagenzglas von 50 ccm Inhalt, 
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in Schnee bzw. Eiswasser gestellt war, aufgefangen. Da wahrend der 
stiindigen Autolyse in den Muskelgeweben Spuren von NH, oder H,S 
h bilden konnten, wurde die aufgefangene Fliissigkeit nach Hinzufiigen 
n einigen Tropfen 5°,iger H,SO, (zur Bindung von NH,) redestilliert 
nd alsdann nach Zusatz von 0,5 g essigsaurem Blei zwecks Entfernung 
n H,S-Spuren einer erneuten Destillation unterworfen. 

Nach der dritten Destillation wurde der Inhalt des Reagenzglases mit 
leem 2% igem Hydroxylaminsulfat versetzt und auf 1 Stunde in den Brut- 
schrank bei 30° gestellt. Alsdann wurde die Fliissigkeit mit n/10 NaOH 
titriert in Gegenwart von Methylorange als Indikator, um die Menge frei 
gewordener H,SO, zu bestimmen. 

Die Unentbehrlichkeit einer dreifachen Destillation einer derartig 
fliichtigen Substanz wie Acetaldehyd bedingt einen gewissen Verlust, 
jedoch betrigt derselbe, wie Neuberg festgestellt und wie durch unsere 
Versuche bestatigt werden konnte, nicht mehr als 10 bis 12%. 

Die letzte Operation, die Titration, wurde in Anbetracht eines nicht 
veniigend scharfen Umschlags der rosenroten Farbung des Methylorange 
ins Orangegelb immer in Gegenwart eines ,,Zeugen“ (Reagenzglas mit 
Hydroxylaminsulfat titriert bis zum Erscheinen einer gelblichen Nuance) 
vorgenommen. 

Die Tabelle I stellt die Ergebnisse einer Versuchsreihe mit Muskeln 
normaler Tauben dar. Es ist daraus ersichtlich, daS die Menge von 
Acetaldehyd, der sich im Muskelgewebe bildet, in der Norm zwischen 
4.7 bis 9.4 mg pro 100 g Muskelgewebe variiert. 


Tabelle I. 





Normale Tauben: Normale Tauben: 
Acetaldehydgehalt ; Acetaldehydgehalt 
pro 100g ais pro 100g 


mg mg 


Y, 6 95 
7 8.5 

i Ss 90 
38 4 49 


4 
8 
8 - 
5 19 7,0 





0 

In der Tabelle I sind die Versuche mit Polyneuritis-Tauben 
zusammengestelit. Es muf betont werden, dab wir jedesmal, wenn 
wir irgend einen Versuch mit Muskelgeweben avitaminéser oder 
hungernder Tauben ausfiihrten, auch stets Parallelversuche mit Muskel- 
geweben normaler Tiere anstellten. 

Daher sind in der Tabelle Il auBer den Acetaldehydmengen, die 
sich in Muskelgeweben avitaminéser Tiere bilden, auch die Ergebnisse 
der Kontrollversuche angefiihrt mit den Acetaldehydmengen, die sich 
bei der Autolyse normaler Muskelgewebe unter den gleichen Bedingungen 
bildeten. 

Wir ersehen daraus, daB zu Beginn der Avitaminose die Fahigkeit, 
Acetaldehyd zu bilden, eine normale bleibt. Z. B. bei einem Versuch, 
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Tabelle II. 





Polyneuritiss-Tauben Normale Taube 


Acetaldehydgehalt Acetaldehydgeha!: 
pro 100g pro 100g 


meg meg 


Polyneuritisdauer Gewichtsverlust 


6 12.9 
17 22.5 
1S 25,0 
20 22.0 
30 35.0 


wo die Tauben ani sechsten Tage der Avitaminose getétet wurde: 
erhielten wir fiir Acetaldehyd die Zahl 5 mg pro 100 g¢ Muskelgewe! 
bzw. eine Zahl der Norm. 

Mit dem Fortschreiten der Avitaminose erfolgt eine Steigerung 
der Stoffwechselstérung, und die Fahigkeit zur Acetaldehydbildung 
sinkt. 

Bei den Versuchen mit Muskelgeweben avitaminéser Tauben 
die am 17. bis 18. Tage des Polyneuritis getétet wurden, fanden wir 
eine geringere Menge von Acetaldehyd vor als in der Norm. 

Am Schlusse der Avitaminose wurde diese Differenz ausgepragter 
so z. B. bildete sich im Muskelbrei von Tauben, die im letzten Poly 
neuritisstadium getétet wurden, Acetaldehyd in einer Menge vor 
1 mg pro 100g Muskelgewebe. 

Folglich sehen wir, daB im Polyneuritiszustande (nicht in desse: 
Anfangsstadium) die Bildung von Acetaldehyd in Muskelgeweben eine 
geringere ist als in der Norm. 

Wir wollen jetzt die Ergebnisse der Versuche mit hungernden 
Tauben, die in der Tabelle III aufgestellt sind, betrachten Wir kénne! 
aus dieser Tabelle ersehen, da8, wenn die Tauben wahrend der ersten 
Tage des Hungers (z. B. am zweiten oder dem dritten Tage) getétet 
wurden, die Acetaldehydmengen nahe der Norm blieben. Wenn abe! 
die Tauben am achten bis zwélften Tage des Hungers getétet wurden 


Tabelle Ill. 





Hungernde Tauben Normale Tauben 


alae “Acetaldehydgehalt  Acetaldehydgeha': 
Hungerdauer Gewichtsverlust pro 100g pro 100g 


0 


0 mg mg 
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nachdem sie also 28 bis 40°, ihres urspriinglichen Gewichts verleren 
hatten, bildete sich Acetaldehyd in den Muskelgeweben in einer viel 
geringeren Menge als in der Norm (2 mg gegeniiber 5 bis 9 und noch 
weniger). 

Also kénnen wir sehen, daB bei einer Autolyse der Muskelgewene 
hungernder Tauben sich kleinere Mengen von Acetaldehyd gegeniiber 
der Autolyse der Muskelgewebe normaler Taubea bilden. 

Wodurch wird schlieBlich die verminderte Bildung von Acetaldehyd 


fin Muskelgeweben avitaminéser und hungernder Tauben bedingt ? 


Finden wir hier eine verminderte Wirkung der Fermente oder einen 
Mangel an Material, aus dem Acetaldehyd gebildet wird, vor, oder wird 
dieses Material aus irgend einem Grunde der Wirkung der Fermente 
unzuganglich (Mangel des Coferments) / 

Um sich der Lisung dieser Frage zu niahern, stellten wir folgende 
Versuche an. Die Bildung von Acetaldehyd ist, wie bekannt, ein Ver- 
fahren, an dem eine ganze Reihe von Fermenten (Oxydoredukasen) 
telnimmt. Diese Fermente sind thermolabil. Denn wenn man Muskel- 
yvewebe eines normalen Tieres auf 20 bis 30 Minuten in ein siedendes 
Wasserbad bringt und nachher einer Autolyse aussetzt, so findet man 
in solchen ,,aufgekochten‘’ Geweben keine nachweisbaren Spuren 
von Acetaldehyd. 

Wir nahmen Muskelgewebe von hungernden Tauben, die sich im 
letzten Grade der Erschépfung befanden, und fiigten ein gleiches 
Quantum normaler Muskelgewebe hinzu, die vorliufig auf 1 Stunde 
in ein siedendes Wasserbad gebracht wurden. Eine andere Portion der 
hungernden Muskelgewebe diente zur Kontrolle. Die Mischung und 
die Kontrollportion wurden unter Wahrnehmung der tiblichen MaB- 
regeln auf 18 Stunden in den Brutschrank gestellt, alsdann wurde 
darin die gebildete Acetaldehyd menge bestimmt. 

Wenn in den Muskelgeweben der hungernden Tauben keine 
Fermente, die eine Acetaldehydbildung stimulieren, vorhanden gewesen 
wiren, so hatten wir bei derartigen Versuchen dieselben Mengen von 
Acetaldehyd erhalten wie bei den oben beschriebenen mit nur hungernden 
Muskelgeweben, da die Fermente der normalen Muskelgewebe durch 
das Erwairmen auf 100° zerstért wurden. Indessen erhielten wir bei 
allen unseren derartigen Versuchen in der Mischung von ,,gekochten* 
und ,,hungernden** Muskelgeweben dieselben Acetaldehydmengen wie 
in der Norm (durchschnittlich 5 bis 6 mg pro 100 g Muskelgewebe). 

Diese Beobachtungen, die wir als vorlaufige betrachten miissen, 
sprechen dafiir, dab im Muskelgewebe hungernder Tauben die Tatigkeit 
der acetaldehydbildenden Fermente nicht gestért ist. 

Ahnliche Resultate haben wir in der Mischung von ,,gekochten“ 
und ,,avitaminésen*‘ Muskelgeweben erhalten. 

Biochemische Zeitschrift Band 200. 
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Zusammenfassung. 


1. In den Muskelgeweben (m. pectoralis) normaler Tauben wi: 
wahrend 18stiindiger Autolyse Acetaldehyd in Mengen von 4 bis 9 my 
pro 100g Muskelgewebe gebildet. 

2. In den Muskelgeweben avitaminéser Tauben ist die Acetaldeh) 
bildung geringer als normaliter, und desto kleiner, je spiter (nach cd: 
Beginn der Avitaminose) das Tier getétet wurde. 

3. In den Muskelgeweben hungernder Tauben ist die Acetaldehy 
bildung eine verminderte, und diese Verminderung geht parallel de: 
Fortschreiten des Hungers. 

4. Wenn man zu den Muskelgeweben hungernder oder avitamin(s: 
Tauben Muskelgewebe normaler Tauben, welche vorliufig aufgekoc}) 
waren, hinzufiigt, so bildet sich Acetaldehyd in der Mischung in Menge: 
die der Norm nahestehen. 
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Der Blutzuckerspiegel bei Nicotinvergiftung. 


Von 
A. 1. Burstein und Ju. D. Goldenberg. 


\us der Odessaer Abteilung des Allukrainischen Instituts fiir Hygiene 
und Pathologie der Arbeit.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist langst bekannt, dab Nicotinvergiftung Glykosurie hervor- 
rufen kann. Beobachtungen dieser Art sind schon 1896 von Bucelli 
und dann 190] von Stern (1) gemacht worden. Letzterer vertritt die 
Ansicht, dais die Nicotinvergiftung nicht allein eine bereits vorhandene 
Glykosurie steigert, sondern auch eine Zuckerausscheidung aus dem 
normalen Organismus im Harn hervorrufen kann 

Was den Einflub der Nicotinvergiftung auf die Konzentration des 
Blutzuckers anlangt, so finden wir aus durchaus begreiflichen Griinden 
keine konkrete Angaben iiber diesen Gegenstand in den Arbeiten der 
friheren Autoren: das Fehlen einer exakten Methodik der Zucker- 
bestimmung in kleinen Blutmengen wirkte hemmend auf die Lisung 
der Frage. 

Es schien uns von Interesse zu sein, an das Studium dieser Frage 
heranzutreten, da das Nicotin ein Gift fiir Tabakraucher und Per- 
sonen, die in Tabakfabriken arbeiten weit verbreitet ist 


Zur Lésung unserer Aufgabe haben wir Untersuchungen an ‘Tieren, 
Tabakrauchern und an Arbeitern der Tabakindustrie angestellt 
Die Untersuchungsergebnisse werden nachstehend wiedergegeben. 


Untersuchungen an Tieren. 


Als Versuchstiere dienten uns Hunde, vollkommen ausgewachsene 
Mannchen, Kérpergewicht 20 bis 25 kg. 

Vor jedem Versuch wurde die Konzentrationsnorm des Zuckers im 
Blute des Versuchshundes zwei- bis dreimal (in Abstaénden von | bis 2 Tagen) 
bestimmt. 

Die Tiere erhielten subkutane Nicotininjektionen, wobei zu den Ein 
spritzungen wasserige Lésungen von reinem Nicotin (Nicotinum purissimum 


* 
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Merck) verwendet wurden: Zuckerbestimmungen nach Hagedorn-J ens: . 

Blut wurde der V. jugularis entnommen!. : 
Die Experimente wurden so angeordnet, daB der gleiche Hund vi ! 

fach mit Unterbrechungen von einigen Tagen — zur Untersuchung ka 

Am Versuchstage erfolgte die Blutentnahme zwecks Zuckerbestimmuny 
niichtern?, dann erhielt das Tier Nicotineinspritzung, worauf wieder Blut 
zur Untersuchung in verschiedenen Intervallen nach den Nicotininjektion« 
entnommen wurde, und zwar nach 15, nach 30 Minuten, nach 1, 2, 
31, Stunden. 

Nach den den Versuchshunden einverleibten Nicotinmengen lass: 
sich die Versuche in drei Serien einteilen: die erste enthalt Versuche mit 
Injektionen von kleinen Dosen, 0,2 mg pro Kilogramm Kérpergewich: 
die zweite solche mit Injektionen mittelgroBer Dosen, 0,5 mg pro Kil 
gramm Kérpergewicht und die dritte solche mit Injektionen relativ grobe: 
Dosen, 1,0 mg pro Kilogramm Kérpergewicht. 

Bei Dosen von 0,2 mg pro Kilogramm Ké6rpergewicht verhielt sich das 
Versuchstier ruhig; bisweilen nicht stark ausgesprochener SpeichelfluB ; by 
Dosen von 0,5 mg pro Kilogramm trat fast jedesmal SpeichelfluB ein, bis 
weilen Tremor; bei Dosen von 1,0 mg pro Kilogramm wurden deutlic! 
Vergiftungssymptome beobachtet: Unruhiges Verhalten, starker Speichel- 
fluB, Tremor und Vomieren. 


In den nachstehenden Tabellen sind die Ergebnisse der Analyse: j 
nach einzelnen Serien angegeben. : 


Tabelle I. 
(Kleine Dosen.) , 





Zuckergehalt in °/» 
Vers Versuchs- Hund | a tiene 
such datum Vor der e. ooh dor injektion 
Nr Nr. || Iniektion “157 30’ th 2h 


0,100 0.111 0,107 
0,097 0,121 0119 
0,098 0,094 


. 

L. 

mS 
3. II. 
I. 
11. II. 
14. II. 
20. II. 
23. Tl. 
27. IL. 


_ 0,104 

0,068 0.073 0.068 -- 

0,084 0,102 0,100 a 

0,088 0.095 0.102 0.095 0.089 


0,104 — 0,124 O11 O11 —- 
9,107 0.136 01483 0.141 O.118 _ 
Q,084 0.095 0.100 0.095 _ 

0,083 0.099 | 0,082 —_ om 0.08: 


Cre Ore ee DO CO 


t ~ 


— 
Coe RTI OOF ONE 


~ 


Aus vorstehender Tabelle ist ersichtlich, daB nach Einspritzungen 
von kleinen Dosen bei den Versuchstieren eine Konzentrationssteigerung 
des Blutzuckers stattfand. Die Zuckerzunahme schwankte zwischen 


1 Die Blutentnahme erfolgte aus der V. jugularis und nicht aus der | 
Ohrvene, weil das Blut desselben Versuchstieres noch anderen Unter 
suchungen von den Mitarbeitern unseres Laboratoriums unterworfen 
wurde. 

2 Die Fiitterung wurde am Abend vor dem Versuchstage sistiert. a 
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Das Maximum der Zuckervermehrung wurde '., bis 
Spater yerminderte 


74 und 33.6% 
| Stunde nach erfolgter Injektion beobachtet. 
sich die Zuckerkonzentration und gelangte nach 3 bis 31, Stunden 
zur Norm. 
Tabelle Il. 
(MittelgroBe Dosen.) 





Zuckergehalt in ‘ 


Versuchs- " . . 
datum Hund Vor der Nach der Injektion 


Nr. _ Injektion 30’ th 2h 


4. II. 0,075 0,093 0,087 


10. IL. 
4. IV. 
11. IV. 
20. IV. 


0,082 
0.090 
0,077 
0.089 


0,083 
0,095 
0.105 


0.089 
0.100 
0,095 
0.108 


0,111 
0,089 
0,086 


0.093 
0.084 


0.080 


O.O81 


0.088 0.077 


Tabelle II zeigt, dab mittelgrobe Dosen ebenso wie kleine eine 
Blutzuckers zur Folge hatten. Die 
Das Anstiegmaximum 
Die Norm stellte 


Konzentrationssteigerung des 
Zuckerzunahme schwankte innerhalb 9 bis 35 °,. 
stellte sich 1, bis 1 Stunde nach der Injektion ein. 
sich etwa nach 3 bis 3, Stunden ein. 

Somit bewirkten die mittelgroBen und die kleinen Dosen im groben 
und ganzen gleiche Konzentrationsverinderungen des Blutzuckers. 


Tabelle 111. 
(GroBe Dosen.) 





Zuckergehalt in °/o 
Versuchs: — 


datum Nach der Injektion 


Hund Vor der 


Nr, _ Injektion “757 30’ th 2h 3 3h30’ 


me £. 
 - 
23. IL 
15. II. 
24. Il. 
26. Ti. 
2. IV. 
26. IV. 


2 
1 
| 
1 
1 
1 
6 


6 


0,093 
0,09 

0,106 
0,097 
0,080 
0,087 
0,106 
0.075 


0,113 


0.074 


0.120 
0,126 
0,120 
0,093 
0,105 


0.098 


0,104 
0.098 
0.096 
0.096 


0,088 


0,106 
0.080 


0,096 
0.1 
0.096 


0.079 


0,093 


0.086 O,0O81 


Aus der letzten Tabelle geht hervor, daB groBe Nicotindosen 
ebenso wie kleine und mittelgroBe eine Konzentrationssteigerung des 


Blutzuckers 


zentrationsmaximum 


achtet. 


herbeifiihrten, 
16 bis 40°, schwankte. 


wobei 


die 


Zuckervermehrung zwischen 
Fast bei allen Versuchen wurde das Kon- 
1, Stunde nach der Nicotineinspritzung beob- 
Die Norm stellte sich etwa nach 3!., Stunden ein. 
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Der Vergleich der Zuckervermehrung im Blute unter dem Einflu!s 
von Injektionen mit kleinen und mittelgroBen Dosen einerseits und 
mit groben andererseits zeigt, daB die groBen eine etwas starkere Kon 
zentrationssteigerung hervorrufen als die mittelgroben und kleine: 
wobei das Steigerungsmaximum nach groBen Dosen sich friiher einstellt 
als nach kleinen und mittelgroBen. 

Der Abfall der Zuckerkonzentration zur Norm geschieht bei ver 
schiedenen Dosen ungefahr zu gleicher Zeit, und zwar 3 bis 31. Stunden 
nach der Nicotininjektion. 

Stellt man die mittleren Zunahmen der Zuckerkonzentration 
nach kleinen und groBen Dosen durch Kurven dar, so ergibt sich 
folgendes Diagramm. 





yg 
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Abb. 1. 


Die oben angefiihrten Untersuchungen haben zur vollen Evidenz 
gezeigt, dab unter dem EinfluB des ins Blut getretenen Nicotins dir 
Konzentration des Blutzuckers zeitweilig steigt. 

Diese Untersuchungen ergaben aber keine Lisung der Frage, o} 
bei chronischer Nicotinvergiftung eine bleibende Hyperglykimi 
zustande kommen kann. 

Zur Entscheidung de, aufgeworfenen Frage wurden Versuche 
chronischer Vergiftung an zwei Hunden angestellt; beide erhielten 
taglich subkutan pro Kilogramm Koérpergewicht je 0.2 mg Nicotin 
abgesehen von einigen Tagen, wo die Nicotininjektionen aus irgend- 
welcher Ursache nicht vorgenommen werden konnten. 

Von Zeit zu Zeit wurden bei diesen Hunden Blutuntersuchungen 
niichtern vor der naichstfolgenden Nicotininjektion ausgefiihrt. 


Der eine Hund wurde | Monat, der andere iiber 2 Monate beobachtet. 

Die Untersuchungen, deren Ergebnisse in Tabelle IV angefiihrt 
werden, haben gezeigt, dal chronische Nicotinvergiftungen keine 
bleibende Hyperglykamie hervorrufen. 
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Tabelle IV. 





Zuckergehalt in ° 


Versuch bp Hund Vor Beginn der Wihrend der 
Nr Nr chronischen Vergiftung chronischen Vergiftung 
a. 1 0,093 — 

2 6. I. 1 _ 0,995 

3 13. Il. 1 0.095 

4 17. Il. 1 0.089 

5 27. III. 1 0.090 

6 6. IL. 2 0,094 

7 13. U1. 2 0.086 

8 17. IT. 2 0.089 

i) 27. Ll. 2 0.086 
10 3. IV. 2 — 0,087 

11 10. IV. 2 0,086 
12 18. IV. 2 0.090 
13 24. IV. 2 0.093 
14 i2. V 2 0,096 


Untersuchungen an Tabakrauchern. 
Auber den oben beschriebenen Experimenten an Tieren haben wir 
auch Untersuchungen an Tabakrauchern und Arbeitern der Tabak- 
industrie angestellt. 


Untersucht wurden nur zwei Tabakraucher. Die Experimente be- 
standen in folgendem: der Tabakraucher kam niichtern ins Laboratorium; 
hier wurde sein Blut auf Zuckergehalt untersucht, worauf er zu rauchen 
anfing. Der erste rauchte wahrend 25 Minuten fiinf Zigaretten, der zweite 
waihrend 45 Minuten sieben. 

Da der Nicotingehalt in den Zigaretten (,,Salve) 1°, betrug und das 
Tabakgewicht jeder Zigarette im Mittel 0,64 g ausmachte, so enthielt die 
gesamte vom ersten Raucher ver.auchte Tabakmenge 32 mg Nicotin, und 
die vom zweiten verrauchte 44,8 mg. Beriicksichtigt man Lehmanns (2) 
Angaben iiber die Nicotinmengen, die von Rauchern absorbiert werden, 
so ergibt sich, daB vom ersten Tabakraucher innerhalb des Versuches im 
Mittel 3,2 mg Nicotin, vom zweiten 4,48 mg absorbiert worden ist. Das 
Kérpergewicht des ersten Rauchers betrug 56 kg, des zweiten 64 kg. 

Der erste Raucher erhielt folglich pro Kilogramm Kdérpergewicht 
3,2/56 oder etwa 0,06 mg, der zweite 4,48/64 dder etwa 0,07 mg Nicotin. 

Beim ersten Raucher wurden keinerlei Symptome von Nicotinvergiftung 
bemerkt, beim zweiten einige Anzeichen leichter Vergiftung: Ubelkeit, 
Schwindel, Stuhldrang. 20 und 45 Minuten nach dem Tabakrauchen 
wurde das Blut beider Raucher auf Zucker untersucht. 


Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle V wiedergegeben. 
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Tabelle V. 





Zuckergehalt in °/, 


Versuchs- _— — — 
datum Vor dem Nach dem Tabakrauchen 


Tabakrauchen 20 Minuten 45 Minuten 


M—y 29. I. 0,095 0,104 0,091 
I—v 26. TIL. 0,095 0.990 0,105 


Wie aus vorstehender Tabelle ersichtlich, fand bei beiden Versuchs.- 
personen eine unbedeutende Konzentrationssteigerung des Zuckers 
statt. Beim ersten um 10°, 20 Minuten nach dem Tabakrauchen, beim 
zweiten um 11,1 °, nach 45 Minuten. 

Die unbedeutende Zuckervermehrung erklart sich wahrscheinlic! 
durch die geringe Menge des absorbierten Nicotins: beide Versuchis 
personen erhielten durch Tabakrauchen im Versuche pro Kilogramm 
Korpergewicht im Mittel dreimal weniger als die minimale Nicotindose 
die den Versuchstieren subkutan injiziert wurde. 

Die geringe Anzahl der am Menschen angestellten Versuche erklart 
sich durch die mit denselben verbundenen Schwierigkeiten. 


Untersuchungen an Arbeitern der Tabakindustrie. 

AuBer den beschriebenen Versuchen an Tabakrauchern wurden 
von uns ferner noch Bestimmungen der Schwankungen des Blutzucket 
spiegels bei Nichtrauchern, Arbeitern der Nicotinabteilungen an cer 
Odessaer Staatlichen Tabakfabrik, unternommen. 


Blut wurde den Versuchspersonen niichtern um 7 Uhr morgens 
entnommen und dann wieder um 10!, Uhr morgens, d. h. 31. Stunde: 
nach Beginn der Arbeit. 


Nachstehend die Untersuchungsergebnisse in Tabelle V1. 


Tabelle VI. 





Konzentration des Zuckers in ‘ 
Bezeichnung Versuchs- a capa abet De 


der Abteilung datum —e ae Se 


W—aja Sortierung 22. Il. 0,103 0,088 

W—ch » 22. IL. 0,094 0,082 

K—n Zigaretten- 3. Il. 0,079 0.103 
herstellung 

R—r Dasselbe 3. IIL. 0,096 0,092 


Vorstehende Tabelle zeigt, daB nur in einem der vier untersuchten 
Fille deutliche Zuckerzunahme bis 30°, beobachtet wurde. In einem 
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Kalle blieb die Zuckerkonzentration unverandert und zwei Faille wiesen 
eine unbedeutende Abnahme auf. 

Was die Nicotinisierung des Organismus der Tabakfabrikarbeiter 
anlangt, so hangt diese von dem Einatmen des Tabakstaubes und freien 
Nicotins ab und kann auf Grund von Untersuchungen des einen von 
uns (3) (4) fiir die Sortierungsabteilung fiir die Zeit von 3'/, Stunden 
mit 7mg und fir die Zigarettenstopfungsabteilung mit 4,5 mg ge- 
schatzt werden. 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, dab wir bei geringerer Nicotinisierung 
des Organismus bei zwei Versuchsrauchern eine Steigerung der Zucker- 
konzentration erhielten; bei den Arbeitern aber wurde nur in einem 
Falle von vier eine Steigerung beobachtet, d. h. nur in 25°, der Faille. 


Dieser Tatsache liegt der Umstand zugrunde, daB unsere Raucher 
wahrend des Versuches sich durchaus ruhig verhielten, ohne sich irgend- 
wie kérperlich anzustrengen, indes die Arbeiter kérperlich tatig waren. 

Der gesteigerte Zuckerverbrauch bei der Arbeit mu wohl die 
Zuckerzunahme im Blute gehemmt haben, weshalb es uns eben in der 
Mehrzahl der Falle nicht gelang, den Konzentrationsanstieg des Blut- 
zuckers bei den Arbeitern unter dem EinfluB des absorbierten Nicotins 
zu beobachten. 

Ferner sei noch darauf hingewiesen, daB beim Rauchen die Nicotin- 
absorption innerhalb einer verhaltnismaBig kurzen Zeit von 25 bis 
45 Minuten geschah, wahrend bei den Arbeitern die entsprechende 
Nicotinisierung sich in einem bedeutend langeren Zeitraum vollzog, 
wodurch eine parallele Zerstérung des Nicotins im Organismus oder 
die Ausscheidung dieses Giftes nach auBen vor sich gehen konnte. 


Bei dem Versuche einer Deutung der Konzentrationssteigerung 
des Blutzuckers drangt sich uns nun der Gedanke auf, da die vor- 
iibergehende Hyperglykamie, die wir beobachtet hatten, infolge der 
durch Nicotin erzeugven Adrenalinimie zustande kommt. 


Die Konzentrationssteigerung des Adrenalins im Blute unter dem 
Einflu8 von Nikotin ist von einer ganzen Reihe von Autoren (Mansfeld, 
Canon, Aub u.a.) an Tieren und im Jahre 1925 von Stroomann (5) am 
Menschen nachgewiesen worden. 

Von russischen Antoren hat A.J. Kusnetzow (6) die Wirkung des 
Nicotins auf die Funktion der Nebenniere einem eingehenden Studium 
unterworfen, wobei er die starke Empfindlichkeit derselben gegeniiber 
diesem Gifte feststellen konnte: Nicotinkonzentrationen wie 1 : 25000000, 
ja selbst wie 1: 650000000 vermégen eine Steigerung der Adrenalin- 
absonderung bei der Anfangseinwirkung auf die Nebenniere hervorzurufen, 
und Konzentrationen von 1: 1000000 wirken anregend im Verlauf des 
ganzen Versuches; groBe Konzentrationen aber, wie 1: 500000 bis 1: L00000, 
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iiben eine zweiphasige Wirkung auf die Nebenniere aus, indem sie zuerst 
eine Exzitation und dann eine Depression der Nebennierenfunktione' 
auslésen. 

Wir erlauben uns, hier einige Angaben der Literatur anzufiihren 
da dieses die Erérterung unserer Beobachtungen ermdglicht. 

Unsere Versuchstiere erhielten, wie oben beschrieben, 0,2 bis 
10mg Nicotin pro Kilogramm Kérpergewicht. Fiir Blut ergab das 
eine Nicotinkonzentration zwischen 1: 500000 bis 1: 100000, d. h 
gerade diejenigen Dosen, welche nach Kusnetzow fiir die Nebenniere 
groB sind und auf das Organ eine zweiphasige Wirkung ausiiben 
Exzitation waihrend der ersten 10 bis 30 Minuten und des weiteren 
Depression, unter der Bedingung, daB das Gift lingere Zeit einwirkt 

In unseren Fallen war die Nicotinwirkung sicher langdauernd, da 
in den Organismus gelangtes Nicotin nicht so bald aus ihm ausgeschieden 
wird, was durch Naethers (7) Versuche bestitigt ist, der gezeigt hat 
daB bei parenteraler Einverleibung nicht tédlicher Nicotindosen das 
Gift nach 11. Stunden im Harn der Tiere (Meerschweinchen) auftritt 
und sich noch innerhalb 10 Stunden darin nachweisen laBt. Analoge 
Resultate erhielt der Autor bei Harnuntersuchungen der Tabakraucher 

Folglich muBten die Nicotininjektionen bei unseren Versuchs 
hunden einen ZweiphaseneinfluB auf die Funktion der Nebenniere 
ausiiben. 

Infolge der nicht lange dauernden Adrenalinimie konnten wir 


gerade nur eine vortibergehende Hyperglykamie beobachten. Wenn 
nun die Hyperfunktion der Nebenniere im Laufe der ersten 10 bis 
30 Minuten in Erscheinung trat, so ist es durchaus begreiflich, dai 
die durch Adrenalinimie bedingte Hyperglykimie zeitlich nach der- 
selben folgte und das Maximum innerhalb der ersten 30 bis 60 Minuten 
erreichte, worauf ein Abfall des Zuckerspiegels eintrat, der zeitlich 
mit der schon begonnenen Funktionsdepression der Nebenniere zu- 


sammentfiel. 

Die von Kusnetzow festgestellte individuelle Empfindlichkeit der 
Nebenniere gegeniiber Nicotin diente eben anscheinend als kausales 
Moment des Umstandes, dais gleiche Dosen bei verschiedenen Hunden 
ungleiche Konzentrationssteigerungen des Blutzuckers bewirkten. 

SchlieBlich erklart der Entstehungsmechanismus der Hyper 
glykamie befriedigend die Tatsache, daB chronische Nicotinvergiftung 
keine bleibende Zuckervermehrung im Blute zur Folge hatte: dic 
durch die Wirkung eines voriibergehenden atiologischen Faktors ent- 
stehende Hyperglykamie verschwand mit der Beseitigung dieses Faktors 

Was die von uns untersuchten Tabakraucher anlangt, so konnte 
das Konzentrationsmaximum des Nicotins im Blute beim ersten 
1: 1200000, beim zweiten 1: 1000000 betragen. 
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Solche Nicotinkonzentrationen rufen nach Kusnetzow bloB eine 
unbedeutende Erhéhung der Sekretion der Nebenniere hervor. 


Dieser Umstand steht in voller Ubereinstimmung mit der von 
uns beobachteten nur unbedeutenden Konzentrationssteigerung des 
Blutzuckers (10 bis 11°.) bei unseren Versuchspersonen. 


Bei starken Tabakrauchern mu die Nicotinkonzentration im 
Blute im Laufe des Tages ansteigen und die Grenzen erreichen, wo 
die Erregungsphase der Nebennieren durch die Depressionsphase ab- 
gewechselt, wird. 

Dasselbe 1aBt sich auch von den Arbeitern der Nicotinabteilungen 
an Tabakfabriken sagen, wo die Nicotinisierung pro Arbeitstag bis 
\0 bis 20 mg im Mittel erreicht. 

In den ersten Stunden des Arbeitstages mub die Nicotinkonzen- 
tration sich im Blute der Arbeiter in den Grenzen befinden, die eine 
Hyperfunktion der Nebenniere und in den nachfolgenden Stunden 
eine Hyperfunktion auslésen kénnen. 

Die iiber Nacht ausgespiilte Nebenniere mub gegen Morgen wieder 
ihre Empfindlichkeit fiir Nicotin erlangen. 

Zum SchluB erlauben wir uns, noch nachtraglich expetimentelles 
Material beziiglich der von uns bei Nicotinvergiftungen beobachteten 
Konzentrationssteigerung des Blutzuckers hier zu bringen. 

Da es bekannt ist, dal einige Gifte, dem Organismus einverleibt, 
eine _Konzentrationssteigerung des Blutzuckers infolge der Glykolyse- 
ibnahme verursachen wie das z. B. von Tadenuma (8) fiir Phenyl- 
hydrazin und Saponin festgestellt ist —, so war es von Interesse zu 
ermitteln, ob Nicotin ahnlich diesen Giften wirkt, d. h. ob bei unseren 
Fallen auBer der Adrenalinimie auch noch ein zweiter die Konzen- 


trationssteigerung des Blutzuckers, namlich eine Glykolyseabnahme 


herbeifiihrender Faktor vorliege. 

Zur Klarung dieser Frage sind von uns folgende Versuche an- 
gestellt worden: Bei den Versuchshunden wurden der V. jugularis 5 cem 
Blut vor und 15 Minuten nach der Nicotininjektion steril entnommen. 
Zur Verhiitung von Gerinnung wurde das Blut mit Citrat versetzt: 
Oxalatzusatz ist zu diesem Zwecke, wie Rohny (9) gezeigt hat, un- 
statthaft, da die Gegenwart des Oxalats die Glykolyse im extravasierten 
Blute entstellt. In den zwei entnommenen Blutportionen geschah 
sofort die Bestimmung der Zuckerkonzentration, worauf beide Proben 
in den Brutschrank bei 37° C auf 8 Stunden kamen und dann die Zucker- 
konzentration wieder in beiden Portionen ermittelt wurde. Die Kon- 
zentrationsveranderung zeigte, wie die Glykolyse im Blute verlief, 
das vor und nach der Injektion entnommen worden war. 
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Es hat sich erwiesen, da die Gegenwart von Nicotin keine 
depressiven EinfluB auf die Glykolyse ausiibt, was aus nachstehence; 
Tabelle VII ersichtlich ist. 

Tabelle VII. 


Konzentration des Blutzuckers. 





Vor der Nicotininjektion Nach der Nicotininjektion 


Sofort nach 8 Stunden ~— Sofort nach 8 Stunden “ 
der Blut- nach der 2uc ae der Blut- mach der Zuckerverlust 
entnahme Blutentnahme 9 8 Stunden entnahme Blutentnahme im 8 Stunden 


0 0 0 0 0 
) ) 0 0 ) 


0,057 0,014 75,4 0,075 0,015 80,0 
0,075 0.011 85,3 0,086 0.016 
0.065 0.011 83.08 0.062 0.009 


SchlieBlich schien es uns von Interesse zu sein, aufzuklaren. o| 
die Konzentration des Zuckers die Schwankung des gesamten Wasse1 
gehalts im Blute wahrend des Versuchs beeinflusse. 

Derartige Uberlegungen konnten aufkommen, wenn man bedenkt 
daB Nicotinvergiftung oft mit SpeichelfluB einhergeht. 

Zur Entscheidung besagter Frage wurden Untersuchungen des 
festen Blutriickstandes nach Bang angestellt. Vor der Nicotininjektion 
und 1 Stunde nach der Injektion, d.h. um die Zeit, wenn die Kon 
zentration des Blutzuckers in der Regel das Maximum erreicht hatt 

Die Versuche haben gezeigt, dal die Menge des festen Riickstandes 
wahrend des Versuches nahezu unverandert blieb. 

So betrug in einem Falle der feste Riickstand vor der Injektior 
24°, des gesamten entnommenen Blutes, und | Stunde nach dieser 
24,5°,; in einem anderen Falle ergaben sich die Werte 24 und 25 

All das Dargelegte berechtigt zu nachstehenden Schliissen: 

1. Akute Nicotinvergiftung mit kleinen, mittelgroBen und grobe: 
Dosen wird von Konzentrationssteigerungen des Blutzuckers begleitet 

2. Die Vermehrung des Blutzuckers setzt bald (15 bis 30 Minuten 
nach der Nicotineinspritzung ins Blut ein und erreicht das Maximun 
in der ersten Stunde nach der Nicotineinverleibung, wonach ein Abfall 
der Zuckerkonzentration eintritt und der Blutspiegel etwa nach 3 bis 
3', Stunden zur Norm zuriickkehrt. 

3. Bei chronischer Nicotinvergiftung wird keine bleibende Ko: 
zentrationssteigerung des Blutzuckers beobachtet. 

4. Die Konzentrationssteigerung des Blutzuckers bei Nicotin 
vergiftungen wird durch die infolge der Vergiftung auftretende Adrenalin 
amie bedingt. 

5. Bei Nicotinvergiftungen ist keine Depression der Glykoly» 
im Blute nachweisbar. 
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Uber Glykolyse im Blute normaler (nicht-diabetischer) Hunde, ebendaselbst 
192, 7, 1928. 





Vergleichende EiweiGbestimmungen im Pferdeserum. 


Ve m 
D. von Deseé. 


(Aus dem physiologischen Institut der ungar. k. tierarztlichen Hochschul 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1928.) 


Die grobe Bedeutung, die den EiweiBkérpern im Blute zukommt 
macht es verstindlich, daB zahlreiche Methoden ausgearbeitet wurde: 
die auBer der Bestimmung der gesamten EiweiBmenge auch die einzelne: 
Fraktionen erméglichen. Bei dem Umstand, daB die Einteilung de: 
EiweiBkorper nach ihrem Verhalten einigen neutralen Salzen gegeniiber 
erfolgte, ist das Aussalzen mit Ammoniumsulfat dasjenige Verfahre: 
das bei der Beurteilung neuer Methoden immer herangezogen werde: 
sollte (1). Die Menge des entstehenden Niederschlags kann auf Filtrie1 


papier gesammelt, seinem Gewicht nach oder nach Cullen und ra 


Slyke (2) auch aus dem N-Gehalt ermittelt werden, wobei allerdings 
das Entfernen des NH, etwas umstiindlich ist. Viel einfacher gestaltet 
sich die Eiweibbestimmung, falls das Sulfat von Mg oder Na zur Fallung 
verwendet wird, da in diesem Falle nach dem Abfiltrieren des Nieder 
schlags unmittelbar zur N-Bestimmung geschritten werden kan 
Die Methoden liefern ungefahr gleiche Resultate. 

Fs sind heute die Mikromethoden von gréBtem Interesse, ci 
von der fallenden Wirkung der letztgenannten Salze Gebrauch machen 
falls die Eiweibmenge aus dem N-Gehalt der Fliissigkeit bestimmt wird 
Ein solches Mikroverfahren zur fraktionierten EiweiSbestimmung hat 
Howe (3) angegeben, das sowohl im Plasma wie auch im Serum ver 
wendet werden kann. 

2,5cem Serum geniigen schon, um die Menge aller EiweiSk6rper 
Parallelbestimmungen getrennt ermitteln zu kénnen. Die einzelnen Eiwe 
kérper werden mit verschieden konzentrierten Na,SO,-Lésungen gefi 
und nach Abfiltrieren des Niederschlages in 5cem des Filtrats 
N-Bestimmungen nach dem Mikrokjeldahiverfahren ausgefiihrt.  Da- 
Euglobulin wird mit 14-, das Pseudo- und Euglobulin mit 18- und die g& 
samten Globuline mit 22,2°,igen Na,SO,-Lésungen gefallt. Die Fallunge: 
werden bei 37°C im Thermostaten vorgenommen, indem 0,5 cem ces 
Serums mit 15 ccm der Na,SO,-Lésungen entsprechender Konzentratio 
vermischt werden. Um die Menge der Albumine berechnen zu kénnet 
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muB einerseits der N-Gehalt des Serums und andererseits auch diejenige 


x Menge ermittelt werden, die auf die NichteiweiBkérper entfallt. Zur 
Bestimmung des Gesamt-N wird das Serum mit 0,8°iger NaCl-Lésung 
verdiinnt, wéhrend die Fallung des GesamteiweiBes zur Ermittlung des 
Rest-N mit 5°, Trichloressigséiure bei derselben Verdiinnung wie vorher 
ausgefiihrt wird. 

Diese Mikromethode ergibt nach den Angaben des Autors Resultate, 
die mit den nach der Makromethode von Cullen und van Slyke ge- 
wonnenen tibereinstimmen. Ich kann die Brauchbarkeit dieses Mikro- 
verfahrens voll bestatigen und fiihre in Tabelle I die Versuchsergebnisse 
an, die dies ohne weiteres dartun. Es wurde namlich die Bestimmung 
der EiweiS8fraktionen im Pferdeserum nach der Methode von Howe 
und gleichzeitig auch nach einem Makroverfahren ausgefiihrt, wobei die 
EiweiBkérper mit (NH,),SO, gefallt und nachher gravimetrisch be- 
stimmt wurden. Zu den Parallelbestimmungen dienten je 5 ccm des 
Serums, und die Fillung erfolgte immer bei fiinffacher Verdiinnung. 
Als Euglobulin wurde diejenige Eiweiimenge bezeichnet, die bei 33 °,iger 
(NH,).S8O,-Konzentration ausfiel, wahrend das Pseudo- und Euglobulin 
bei 40- und die Menge der gesamten Globuline bei 50° iger Sattigung 
mit (NH,),SO, gewonnen wurde. Das Gesamteiweif ergab sich durch 
Koagulation beim Aufkochen. Die auf abgewogenen Filtrierpapieren ge- 
sammelten Niederschlage wurden bei 106°C im Trockenschrank koaguliert, 
und nach 12 Stunden erfolgte das Waschen mit heibem Wasser, das 
bis zum Verschwinden der SO,-Reaktion fortgefiihrt wurde. 


Tabelle I. 





(NH,)25 O,-Methode Na, S Oy-Methode 


Nr Eu- Pseudo Gesamt. Albu- Gesaints Eu. Pseudor Gesamt+ Alouse Gesamt- 
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0.57 


051 2,04 4,16 
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0,46 2.80 4.90 
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0,64 2.94 6,03 
0,97 2,42 5,66 0,49 
0,95 2.80 6,19 8! 0.64 
0,62 2.35 5,52 | 2,84 36 1,19 
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Der Versuch 1 wurde mit dem Serum eines normalen Pferdes aus- 
gefiihrt, wahrend die ibrigen Resultate an Immunseren gewonnen wurden, 
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die mir in zuvorkommender Weise die Herren einer Serumanstalt iibe; 
lassen haben, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank 
ausspreche. Die Pferde Nr. 2 bis 7 wurden mit Streptokokken, Nr. 7 
bis 13 mit Diphtherie- und Nr. 14 bis 15 mit Tetanustoxin geimp/ft 
Vergleicht man die einzelnen Ergebnisse, so ist zu ersehen, daB dic 
Ubereinstimmung zwischen den mit beiden Methoden gewonnenen 
Zahlenwerten der Erwartung durchweg entsprechend ist. Nur in der 
Euglobulinmenge kommen gréBere Unterschiede vor, die sich aber 
nicht auf eine Gruppe der untersuchten Tiere beschrianken und den 
nach nicht in Verbindung mit der Immunisierung stehen. Ebenso ist 
in betreff der Pseudoglobuline nichts Besonderes zu verzeichnen, wahren« 
die Menge der Gesamtglobuline bei den gegen Diphtherie immunisierten 
Tieren durchweg erhéht ist, wie es ja auch nach den Literaturangaben (4 
zu erwarten war. Durch diesen Umstand wird auch die Gesamteiweil) 
menge gréBer als bei den iibrigen Tieren. Dies diirfte vielleicht nicht 
als spezifisch angesehen werden, da einerseits Globulinmengen von 
aihnlicher GréBe auch im Versuch 4 zu beobachten sind, der sich doch 
auf ein mit Streptokokken behandeltes Pferd bezieht, und andererseits 
niedrige Werte auch bei gegen Diphtherie immunisierten Tieren vor- 
kommen kénnen, wie Versuch 8 lehrt. Es ist vielmehr anzunehmen 
da8 der Zeitpunkt der Blutentnahme dabei eine wichtige Rolle spie!t 
In allen Versuchen ergab sich die Globulinmenge gréBer, wahrend der 
Albumingehalt niedriger gefunden wurde. Der EiweiBquotient ist 
demnach kleiner ais die Einheit, wie es beim Pferde auch zu erwarten wa: 
Die vergleichenden Untersuchungen wurden auch noch auf die 
von Robertson (5) zur Bestimmung der Eiweibkérper angegebene 
refraktometrische Mikromethode ausgedehnt, und dies um so mehr 
da die Resultate, die damit im Pferdeserum bisher gewonnen wurden 
nicht zufriedenstellend sind. Robertson hatte zwei Methoden aus. 
gearbeitet, indem die,erste als Grundlage fiir das zweite einfachere 
Verfahren diente. Diese letztere wurde bei den vorliegenden Unter- 
suchungen befolgt. [hre Ausfiihrung gestaltet sich kurz folgendermaben 
Es wird mit dem Refraktometer zuerst der Brechungsindex (BI) des 
unverdiinnten Serums ermittelt, der von der Menge der darin enthaltenen 
Eiwei®B- und NichteiweiBstoffe abhangig ist. Zur Bestimmung der letzteren 
wird so vorgegangen, daB 1 cem des Serums und die gleiche Menge einer 
n/25 Essigséurelésung in ein 25em langes Glasréhrchen gefiillt werden. 
dessen Offnung in der Gasflamme zugeschmolzen und das Réhrchen nachher 
im siedenden Wasserbad bis 5 Minuten erhitzt wird. Nach dem Erkalten 
wird das Glasréhrchen entzweigeschnitten, das Koagulum darin mit einem 
Platin- oder Silberdraht zerquetscht und nachher zentrifugiert. Der 1b! 
der erhaltenen klaren Fliissigkeit, vermindert um denjenigen einer n, 50 
Essigsdure, ergibt die Refraktion der auf das Doppelte verdiinnten Nicht 
eiweiBstoffe. Diese Zah] multipliziert mit 2/0,001 60 fiihrt zur Menge diese: 
Stoffe in 100 cem des Serums, indem die im Nenner angegebene Grdébe 
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len BI einer 1 %igen NaCl-Lésung anzeigt. Die Albumine werden in einer 
anderen Serumprobe auf die Weise ermittelt, daB zuerst eine gesattigte 
NH,).50O,-Lésung und dann ebensoviel Serum (mindestens 0,5 cem) in 
in schmales Réhrchen abgemessen werden. Nach griindlichem Vermischen 
ler Fliissigkeiten wird das Réhrchen verschlossen und dann zentrifugiert. 
Subtrahiert man vom Brechungswert der iiberstehenden klaren Fliissigkeit, 
lie vorher zu gleichen Teilen mit destilliertem Wasser vermischt wurde, 
len BL einer '/,gesittigten (NH,),SO,-Lésung, dann erhaélt man die 
Menge der Albumine in vierfacher Verdiinnung. Diese GréBe multipliziert 
mit 4 ist noch um den Betrag héher, der auf die Refraktion der 
NichteiweiBstoffe entfallt, dieser mu folglich abgezogen werden. Die nun 
resultierende GréBe dividiert durch 0,001 77 ergibt die Menge des Albumins. 
Wird der bei der Albuminbestimmung nach dem Multiplizieren mit 4 er- 
haltene Betrag aus dem BI des Serums abgezogen, dann ergibt sich nach 
Division durch 0,00229 die Globulinmenge. Die fiir das Albumin und 
Globulin ermittelten Werte ergeben das GesamteiweiB in lOO ccm des 
mtersuchten Serums. Die in der Arbeit mitgeteilten Versuchsergebnisse, 
lie in Rinderserum ermittelt wurden, stehen in guter Ubereinstimmung 
zu den Literaturangaben. 


Die Methode erscheint recht handlich, ist aber eigentlich nur fiir 
Rinderserum erprobt worden. Die BI, die zum Berechnen des Albumins 
ind Globulins dienen, hat Robertson in einer vorher erschienenen 
Arbeit (6) ebenfalls im Rinderserum ermittelt und diese zugleich als 
Grundlage zur ersten, weniger handlichen Methode verwendet. Dieses 
Verfahren wurde nachher bei Seren einiger Tierarten (7), darunter auch 
dem des Pferdes, erprobt. Er fand 57°, fiir die Albumin- und 43°, 
fiir die Globulinmenge im Pferdeserum, wobei das Gesamteiweil} zu 
8.1°, ermittelt wurde, und bemerkte dabei, daB diese Werte nicht 
mit denjenigen tibereinstimmen, die von Hammarsten oder von Lewinski 
gefunden wurden, nach denen sich der Globulingehalt im Pferdeserum 
hoher als die Albuminmenge ergeben hat. Diese Unstimmigkeit wird 
von Robertson damit erklart, daB das Pferd, dessen Serum verarbeitet 
wurde, aller Wahrscheinlichkeit nach gehungert hatte. Diese Annahme 
findet er um so mehr am Platze, da die Resultate, die mit derselben 
Methode im Serum gefiitterter Kaninchen erhalten wurden, mit den 
Angaben anderer Forscher in gutem Einklang waren. Es wire zu 
dieser Annahme zu bemerken, dab nach den Ergebnissen vieler Unter- 
suchungen (8) im Hunger die Globuline vermehrt werden und die von 
Robertson beim Pferde ermittelten Werte demnach nicht auf diesen 
Umstand zuriickgefiihrt werden kénnen. Eine Bestimmung labt auBer- 
dem weitgehende SchluBfolgerungen schwerlich zu, und es erschien 
deshalb wiinschenswert, die folgenden Versuche auszufiihren, um tiber 
die Brauchbarkeit der Methode bei der Bestimmung der EiweiBkérper 
im Pferdeserum AufschluB zu gewinnen. Das Serum stammte teils 
von normalen, teils von immunisierten Tieren her, und die Menge der 
Eiweibkérper wurde sowohl nach dem Verfahren von Howe als auch 
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gleichzeitig nach Robertson' ermittelt. Es wurden im ganzen 20 }} 
stimmungen ausgefiihrt, deren Ergebnisse in Tabelle I] zusamme; 


gefabt sind. 
Tabelle II. 
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Ein kurzer Uberblick beweist, daB die Werte, die nach den beick 
Verfahren fiir das Gesamteiwei8 gewonnen wurden, gut iibereinstimme: 
wahrend in der Albumin- und Globulinmenge bedeutende Unterschie« 
vorkommen. Der nach der refraktometrischen Methode ermittelt, 


Albumingehalt ist ohne Ausnahme hoher als derjenige, der nach der 


Na, 8 O,-Methode erhalten wurde, und gleichzeitig ergibt sich die Globulin 


menge immer niedriger. Diese Unterschiede fiihren dazu, daB de 


EiweiBquotient in der Mehrzahl der refraktometrischen Bestimmunge: 
iiber die Einheit steigt, was bei den nach der Na,SO,-Methode g 
wonnenen Werten niemals vorkommt. Daraus, daB die nach beice: 
Verfahren gefundenen Albumin- und Globulinmengen keine Ubereii 
stimmung zeigen, ist zu folgern, daB die fiir die EiweiBfraktionen in 
Rinderserum ermittelten BI nicht auch fiir das Pferd gelten kénnen 


Inwieweit diese Annahme zutrifft, ist aus den Zahlenwerten 71 
ersehen, die auf Grund der vorliegenden Versuche fiir das Brechungs- 


1 Bei der Bestimmung der NichteiweiSstoffe wurde n/12,5 Essigsiu' 
verwendet. 
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vermégen der einzelnen Eiweibkirper und des Gesamteiweibes im 
Pierdeserum berechnet wurden. Es wurde dabei so vorgegangen, dab 
lie bei der refraktometrischen Bestimmung ermittelten BI durch die 
nach Howe gewonnene Eiweibmenge dividiert, die Refraktion fiir die 
|, ige Losung der einzelnen Eiweibkérper wie auch des Gesamteiweibes 
ergab. Vor allem soll bemerkt werden, daB diejenigen Werte, die das 
Brechungsvermégen des Globulins und Albumins anzeigen, in den 
einzelnen Bestimmungen sehr verschiedene GréBen ergeben haben. 
So schwankt der fiir den BI des Globulins ermittelte Wert zwischen 
0.00128 bis 0,001 91, wahrend fiir den des Albumins 0,002 01 bis 0,002 98 
gewonnen wurde. Diese Werte, wenn sie auch grobe Unterschiede er- 
kennen lassen, sind ganz verschieden von denjenigen, die Robertson 
angegeben hat. Das Brechungsvermégen der Globulinfraktion wurde 
doch von diesem Forscher zu 0,002 29 und das des Albumins zu 0,001 77 
angenommen. Aus den vorliegenden Bestimmungen geht aber hervor, 
dab es richtiger ware, die Berechnung im Pferdeserum mit vertauschten 
Werten auszufiihren, indem sich fiir die GréBe der spezifischen Refraktion 
im Mittel 0.00169 bei dem Globulin und 0.00248 bei dem Albumin ergibt. 

Es bleibt aber immer noch die Frage offen, ob die auf diese Weise 
ermittelten Globulin- und Albuminmengen denjenigen entsprechen 
wiirden, die andere Methoden ergeben, da doch die Mittelwerte aus 
weit auseinanderliegenden Grenzwerten gewonnen wurden. Es kann 
kein Zweifel dariiber bestehen, dab die Unterschiede zu einem gewissen 
Teile durch Versuchsfehler bedingt werden. Schon der Umstand allein, 
da8S bei der Bestimmung die Globuline durch Halbsattigung mit 
NH,),SO, entfernt werden, kann bedeutende Unterschiede verursachen. 
Es ist auch wichtig, wie Robertson betont, lab zuerst die gesattigte 
NH,),SO,-Lésung und dann das Serum abgemessen werden soll, 
anderenfalls kann auch ein Teil des Albumins ausgefallt werden, das 
spater nur schwer wieder gelést wird. Die Fhissigkeit, die das Albumin 
gelést enthalt, wird durch Zentrifugieren von dem Niederschlag getrennt, 
und es hangt von der Qualitat dieses letzteren und von der Umdrehungs- 
geschwindigkeit der zur Verfiigung stehenden Zentrifuge ab, wie voll- 
kommen die Trennung gelingt. Ich habe mich in Parallelversuchen 
ifters tiberzeugen kénnen, dab es keinen Unterschied ausmachte, ob 
der Niederschlag durch Zentrifugieren oder durch Filtrieren entfernt 
wurde, nur mubte im ersten Falle so lange zentrifugiert werden, bis 
die obenstehende Fliissigkeit vollkommen klar geworden ist. Beim 
Ablesen der Refraktometerwerte wurde auch mit entsprechender 
Umsicht vorgegangen (9), ich glaube deshalb annehmen zu diirfen, 
daB die mdglichen Fehler dem Umstande zuzuschreiben sind, dal 
sich die Methode der Ausfallung mit gesattigter Ammonsulfatlisung 
bedient, wie dies Scheunert und Arzywanek (10) bei ihren Versuchen 

9* 
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im Pferdeserum hervorgehoben haben. Auch Berger und Petschacher (| | 
haben diesem Umstand grobe Wichtigkeit beigemessen und machte: 
darauf aufmerksam, dab beim Aussalzen mit konzentrierter (N H,),S0, 
Lésung Doppelbestimmungen ausgefiihrt werden und die so ermittelte: 
refraktometrischen Werte bis auf 0,5 Skalenteile iibereinstimme: 
sollten. Sie fiihren rechnerische Beispiele an, die darlegen, wie di 
Menge des Albumins und des Globulins und deren Verhaltnis zuein 
ander durch Unterschiede in der ermittelten Refraktion beeinflutt 
werden und kommen bei ihren Untersuchungen, die sie im menschliche: 
Serum ausgefiihrt haben, zu folgendem Ergebnis (S. 295): ,.Die Robert 
son-Methode gibt mit groBer Anniherung richtige Resultate in quan 
titativer und qualitativer Hinsicht...* Ferner bedienten sich Boss 
und Handowsky (12) der Methode im Rinderserum und haben damit 
zuverlissige Resultate erhalten. Starlinger und Mitarbeiter jedoc! 
bezweifeln die Anwendbarkeit des Verfahrens. 

Die in vorliegenden Bestimmungen gewonnenen Resultate sind i 
qualitativer Hinsicht keineswegs befriedigend. Die Versuchsfehler 
kénnen dabei eine bedeutende Rolle spielen (13), aber dafiir sind si 
nicht verantwortlich zu machen, dab sich der EiweiBquotient hoher 
als | ergibt, dies um so weniger, als auch Robertson im Pferdeserun 
einen ahnlichen Wert erhalten hatte. Es mu® vielmehr auch das Prinzij 
der Methode Bedenken erwecken. Ist der BI der einzelnen Eiweil 
kérper wirklich eine konstante GréBe? Dies ist die allererste Be 
dingung, die erfiillt sein muB, um dieselben Brechungswerte bei ce: 
Bestimmung der Albumin- und Globulinmenge als Grundlage eine: 
Methode verwenden zu kénnen (14). Betrachten wir nur die erste 
sieben Versuche, die an normalen Tieren ausgefiihrt wurden. Dir 
Ubereinstimmung der Doppelwerte war eine gute, und doch entsprichi 
die Menge der einzelnen Eiwei8kérper nicht den wirklichen Verhalt 
nissen, die sich aus den mit Na,SO, gewonnenen Resultaten ergeber 
Dies beweist, dab im Pferdeserum. die einzelnen EiweiBkérper andere: 
Brechungsvermégen haben, als von Robertson angegeben wurde Diese: 
Umstand allein geniigt, um uns mit dem Gedanken vertraut zu mache: 
daB auch bei derselben Tierart Unterschiede vorkommen kénne! 
Es diirfte bekannt sein, daB das kristallisierbare Serumalbumin ei 
héheres Brechungsvermégen aufweist als das amorphe [ Reiss (15 
und Robertson befaBte sich schon mit diesem Umstand, indem er fir 
das Pferdeserum feststellte, daB es kristallisierbare Albumine nic! 
iiber 40°, enthalte und infolgedessen die von ihm ermittelten BI auc! 
zur Berechnung der Ejiweibfraktionen verwendet werden kénnen 
Die Abweichungen, die er dabei beim Pferdeserum beobachten konnt: 
suchte er auf andere Weise zu erklaren. Die Unterschiede jedoch, «i 
in den vorliegenden Untersuchungen beobachtet werden und die sic! 
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einerseits in den etwas weit auseinanderliegenden, fiir die Eiweib- 
fraktionen ermittelten und den gut iibereinstimmenden fiir das Gesamt- 
eiweiB gefundenen BI ergeben (16), erheischen eine andere Erklarung 
Das einfachste wire dabei, fiir die Abweichungen die Methodik verant- 
wortlich zu machen, doch glaube ich an dieser Stelle mit Recht darauf 


nochmals hinweisen zu kénnen, da} diese Unterschiede zum gréBten 
Teile durch die Verschiedenheit der Eiweibkorper bedingt sind. Trotz 
ler groben Errungenschaften, die die EiweiBchemie in den letzten 
Jahren gebracht hat, miissen wir immer noch bei der alten Einteilung 
festhalten, die nur gewisse Wendepunkte der vermuteten Anderungen 
zeigt. Ist es nicht auffallend, daB die Albumine, fiir die allgemein 
ein niedriger BL angenommen wird, im Pferdeserum ohne Ausnahme 


einen héheren Wert ergeben und den Globulinen ein niedrigeres 
Brechungsvermégen zukommt, als es bisher bekannt war?’ Diese 
Untersuchungen gestatten zwar nicht, weitgehende Schliisse zu ziehen, 
so viel kann aber festgestellt werden, daB die Robertson-Methode im 
Pferdeserum zur Bestimmung der Albumin- und Globulinmenge keine 
verlaBlichen Resultate ergibt. 

Die nach beiden Methoden fiir das Gesamteiwei} gewonnenen 
Zahlenwerte zeigen gute Ubecreinstimmung, und demgemaB ergeben 
sich auch in dem berechneten Brechungsvermégen viel geringere 
Unterschiede. Der Mittelwert (17) betragt demnach 0,001 99 | 0.00005. 
Dies bedeutet so viel, daB, falls der BI des Serums bekannt ist, nach 
Abzug der auf das destillierte Wasser und auf die Nichteiweibstoffe 
entfallenden Refraktion der EiweiBgehalt im Pferdeserum sich durch 
Division des Unterschiedes mit 0,001 99 ergibt und der auf diese Weise 
erhaltene Wert mit einem durchschnittlichen Fehler von 3°, be 
haftet ist. Es werden sich demnach z. B. statt 6.80 g im Versuch | 6,87 g 
EiweiB ergeben, und dieser letztere Wert kénnte sowohl 6,67 als auch 
7,07 g betragen. In Anbetracht dieser FehlergréBe ist es zulaissig, den 
BI der Nichteiweibstoffe als eine konstante GréBe zu betrachten, da 
doch die Menge dieser Stoffe nur geringe Schwankungen aufweist. 
Es wiirde sich demnach die Refraktion der Nichteiweibstoffe (im Mittel 
1.29 g) samt der des destillierten Wassers zu 1.33526 ergeben, und der 
ermittelte BI des Serums miiBte einfach um diesen Betrag vermindert 
werden, um nachher die GesamteiweiBmenge berechnen zu kénnen. 
Der Fehler, der bei den refraktometrischen EiweifBbestimmungen 
vorkommt, ist somit viel gréBer als von Robertson angenommen wurde, 
der nur mit 0,1 bis 0,2°, rechnete. 


Zusammenfassung. 
Es wurde die Menge der verschiedenen Eiweibfraktionen im Pferde- 
serum ermittelt, um iiber die Brauchbarkeit einzelner Methoden auf 
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Grund der gewonnenen Zahlenwerte AufschluB zu gewinnen. — [as 
Mikroverfahren von Howe, wobei die Eiweibkérper durch Fallen mit 
Na, SO, entfernt werden, ergibt Resultate, die mit denjenigen Eiwei 

mengen tibereinstimmen, die nach fraktioniertem Aussalzen mit ve. 
sittigter (NH,),.SO,-Lésung gravimetrisch gewonnen wurden. Diy 
Mikromethode wurde im folgenden mit dem refraktometrischen Ve 
fahren verglichen, das Robertson zur Eiweibbestimmung angegeber 
hat. Es hat sich dabei ergeben, daB zwar mit der refraktometrischen 
Methode fiir das Gesamteiweif} annihernd richtige Zahlenwerte ge- 
wonnen wurden, die ermittelten Globulin- und Albuminmengen jedoc} 
keineswegs mit denjenigen tibereinstimmen, die sich nach den 
chemischen Verfahren ergeben haben. Da die methodischen Fehler: 
womdglich ausgeschaltet wurden, muBte zur Erklarung der Unter 
schiede angenommen werden, dal diese durch die Verschiedenheit 
des Brechungsvermégens der PferdeeiweiBkérper bedingt sein kénnten 
Das aus ziemlich auseinanderliegenden Grenzwerten berechnete 
Brechungsvermégen betragt im Mittel von 20 Bestimmungen 0,001 69 
fiir die Globuline und 0,002 48 fiir die Albumine. Diese GréBen stehen 
jedoch im Gegensatz zu den bei der Robertson-Methode verwendeten 
Konstanten, und es ergibt sich daraus, da$ dieses Verfahren in seiner 
jetzigen Form zur fraktionierten EiweiBbestimmung im Pferdeserum 
nicht verwendet werden kann. Fiir das GesamteiweiB ergibt es zwar 


zuverlissige Resultate, es erscheint jedoch angebracht, statt der von 
Robertson angegebenen Konstanten den auf Grund vorliegender Unter. 
suchungen zu 0.00199 ermittelten Wert zum Berechnen der Gesamt 
eiweiBmenge zu verwenden. Der auf diese Weise erhaltene Wert ist 
mit einem durchschnittlichen Fehler von -- 3°, behaftet. 
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Jodometrische Mikromethode zur Bestimmung der Chloride. 
Von 
S. Prikladowizky und A. Apollonow. 


\us dem Physiologischen Laboratorium der Militaérmedizinischen Akademie 
zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1928.) 


In zahlreichen Untersuchungen der letzten Zeit ist dargetan worden, 
welche bedeutende Rolle den Chloriden im normalen Mechanismus 
les tierischen Organismus zukommt. 

Infolgedessen erhalt die Frage nach der Ausarbeitung einer ge- 
naueren und zugleich technisch nicht komplizierten Methode zur Be- 
stimmung der Chloridkonzentration in geringen Quantitiéiten von 
Blut, Harn und anderen Fhissigkeiten eine aktuelle Bedeutung. 

Ein geringer Teil der vorhandenen Mikromethoden zur Chlorid- 
bestimmung beruht auf dem Prinzip von Fr. Mohr, das darin besteht, 
daB die Chloride durch eine titrierte Lésung von Silbernitrat als Silber- 
chlorid gefillt werden. Der UberschuB des Silbernitrats wird infolge 
der Silberchromatbildung durch chromsaures Kalium (Indikator) rot 
gefarbt. 

1. BCL + AgNO, = AgCl+ BNO,, 


2. 2 AgNO, + K,CrO, = Ag, Cr0, + 2 KNO,. 


Auf diesem Prinzip beruht unter anderem die von J. Bang (1) 
vorgeschlagene Methode. 


Infolge des ungenauen Endpunkts der Reaktion gibt das Ver- 
fahren von Mohr keine ausreichenden Resultate, insbesondere nicht 
in der Mikroanalyse, wo die Quantitat der Chloride sehr gering ist. 
Es fand daher in der Mikroanalyse keine grobe Verwendung. 

Am meisten verbreitet ist die Bestimmung der Chloridkonzen- 
tration nach Volhard. Auf dem von ihm vorgeschlagenen Prinzip ist 
der gréBte Teil der gegenwirtig angewandten Mikromethoden, wie 
ie von Rusznyak (2), Whitehorn (3) und anderen, begriindet. Volhards 
Methode besteht bekanntlich darin, da8 die Chloride durch den Uber- 
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schuB einer titrierten Lésung von Silbernitrat gefallt werden. [Das 
iiberschiissige AgNO, wird durch Ammoniumrhodanid zuriicktitriert 
Die ersten Tropfen des Rhodanidiiberschusses werden infolge ce: 
Bildung von Rhodaneisen durch eine Lésung von Eisenammoniakala 


(Indikator) rot gefarbt. 
1. BCL+ AgNO, AgCl + BNOz,, 
2. AgNO, + NH,CNS AgCNS + NH,NO,, 
3. 3NH,CNS + NH,Fe(SO,), Fe(CNS), + 2(NH,),S0O, 


Die Chloridbestimmung nach Volhard gibt bessere Resultate al; 


die Bestimmung nach Mohr. Zwei Umstiande jedoch lassen auch di 
Volhardsche Methode als nicht geniigend befriedigend erscheine: 
Erstens ist es unmdglich, den Endpunkt der Titration genau zu er 
mitteln, da die rote Farbung der Fliissigkeit, die durch den geringe: 
Rhodanidiiberschuf verursacht wird, beim Schiitteln schnell ver 
schwindet, zum Erhalten einer dauernden Farbung aber ein betriicht 
licher Cberschu8 notwendig ist. Dieses wurde zuerst von G. Drecksel (4 
darauf von M. Rosanoff und A. Hill (4) geauBert. Die besprochen 
Erscheinung ist durch die gegenseitige Wirkung von AgCl und Fe(CNS 
infolge der geringeren Léslichkeit des Silberrhodanids im Vergleic! 
zur Léslichkeit des Silberchlorids zu erkliren: 


die Léslichkeit von AgCl in 100g Lésung bei 21° 1,54. lo- 


Ag(CNS), ,, l00g = ~« = 25 .10- 


Hierin liegt auch der Grund, weshalb AgCl, welches sich leichter 
list als Ag(CNS),, beim Schiitteln in eine Wechselwirkung mit 


Fe(CNS), nach der Gleichung 3 AgCl + Fe(CNS), 3 Ag(CNS 
FeCl, tritt, und dabei die durch Fe(CNS), bedingte Farbung ver 
schwindet. 


Es ist eine Reihe von Verfahren vorgeschlagen worden, die entwede: 
teilweise oder auch ginzlich den EinfluB des Silberchlorids auf das 


Eisenrhodanid beseitigen sollten. So empfiehlt Drecksel (4), die Fliissig 
keit nach Zusatz von AgNO, mit Salpetersiure durchzuschiittel) 


dabei sammelt sich das AgCl schnell in Koérnern, die dann abfiltriert 


werden. Andere Autoren (4) empfehlen, die Fliissigkeit nach Zusat: 
von AgNO, zu erwiirmen, bis der Niederschlag von Silberchlorid Balle 


bildet. Denselben Zweck verfolgte auch der Vorschlag, der Fliissigkeit 
Ather beizuftigen (4), wodurch AgCl schnell grobe Korner bildet, was 


eine Verringerung seines Reaktionsvermégens hinsichtlich der losliche: 
Rhodanide zur Folge hat. Von allen oben angefiihrten Verbesserunge! 


wird das Erwarmen der Fliissigkeit nach Zusatz von Ag N O, mit starke 


Salpetersaure vielfach angewandt. 
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Der zweite Umstand, der das Verfahren von Voldard als nicht 
gemigend befriedigend erscheinen abt, ist die wenig deutliche Ver- 
inderung der Farbung zum SchluB des Titrierens, die besonders bei 
kiinstlicher Beleuchtung schwer zu beobachten ist. Ein jeder, der 
Gelegenheit hatte, nach der Volhardschen Methode zu arbeiten, wird 
zugeben, daB er bei der Beurteilung des Endpunktes der Titration sich 
einer gewissen Subjektivitat bewuBt war. Ein UberschuB8 von 1 
bis 2 Tropfen (0,04 bis 0,08 cem) Rhodanid zwecks Erlangung einer 
deutlichen Farbung kénnte jedoch eine Ungenauigkeit von 3 bis 6°, 


bewirken. 

Auf diese Weise sind die Versuche einiger Forscher, das Verfahren 
Volhards durch eine andere Methode zu ersetzen, welche die besprochenen 
Nachteile nicht aufweist, vollkommen natiirlich. In erster Linie wandten 
die Forscher ihre Aufmerksamkeit der Méglichkeit zu, bei der Chlorid- 
bestimmung die Jodometrie anzuwenden. Der Endpunkt der Reaktion 
kOnnte bei derselben mit gréBerer Genauigkeit und gréBerer Objektivitat 


festgestellt werden. 

Die jodometrische Methode der Chloridbestimmung wurde an- 
finglich von Mec Lean und van Slyke (5) ausgearbeitet. Die nach- 
folgenden Arbeiten von van Slyke und Douleary (6), S. H. Austin und 
van Slyke (7), Gettler (8), Schort und Gellis (3) brachten blob eine Reihe 
von Modifikationen der von Mc Lean und van Slyke anfanglich aus- 
gearbeiteten jodometrischen Methode. 

Dieselbe besteht darin, daB die Chloride durch den Uberschub 
der titrierten AgNO,-Lésung gefillt werden; der Teil des letzteren, 
welcher bei der Reaktion der Chloride nicht aufgenommen wurde, 
wird mittels einer Lésung von Jodkalium mit Bildung von Jodsilber 
zuriicktitiert. Das iiberschiissige Jodkalium befreit in Gegenwart der 
salpetrigen Saure das Jod, welches die Starkelésung blau farbt 


1. BCL+ AgNO, = AgCl+ BNO,, 

2. AgNO, + KJ = AgJ + KNO,, 

3. 2KJ + 2HNO, + 2HNO, = 2NO +4 2H,0 
2KNO, + Jy. 


Anscheinend wird durch diese Arbeiten die Frage nach der An- 
wendung der Jodometrie bei der Chloridbestimmung gelést, doch 
stoBen wir auch hier auf eine erhebliche Schwierigkeit. Das freie Jod 
gibt naimlich mit der Starkelésung eine blaue Farbung nur in Gegenwart 
lislicher Jodide; sind aber letztere nicht vorhanden, so ist zur Er- 
veugung der blauen Farbung eine verhaltnismaBig grobe Quantitat 
freien Jods notwendig. So mu zur Bildung der anfanglichen blauen 
Farbung auf 50 ccm Wasser und 3 ccm Starkelésung 0,15 ccm 0,01 n 
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Jodlosung angewandt werden. Dieser Umstand nétigte augenscheinlic 
die Autoren der beschriebenen jodometrischen Methode, erheblic), 
Quantitaten von Blut — nicht unter 3 ccm — und bedeutende Menger 
AgNO, (10 ccm), dabei mit ziemlich hohem Tittr (M/29,25), zu_ ver. 
wenden; das Zuriicktitrieren mit Jodkalium wird von ihnen mit 6 ccm 
Starkelésung ausgefiihrt, wobei 0,15 cem K J zur Erzeugung der Farbung 
noétig sind. 

Dies alles macht die besprochene Methode fiir die Zwecke der 
Mikroanalyse kaum anwendbar, besonders in den Fallen, wo das Blut 
und zwar zu wiederholten Malen, dem Menschen entnommen werden mul} 

Nur hierdurch ist unserer Meinung nach die Tatsache zu erklaren 
daB das beschriebene Verfahren, welches hinsichtlich der Genauigkeit 
vorziigliche Resultate gibt, bis jetzt weder in der klinischen Praxis 
noch in der experimentellen Laboratoriumsarbeit eine gréBere An.- 
wendung gefunden hat. 

Vorliegende Arbeit verfolgte den Zweck, ein jodometrisches Ver 
fahren zur Chloridbestimmung bei geringen Quantitaten 0.1 bis 
0,05cem) der zu untersuchenden Flissigkeiten auszuarbeiten. 

Indem wir den ersten Teil des Volhard schen Verfahrens beibehielten 
blieb uns nur itibrig, zum Zuriicktitrieren des tiberschiissigen Silber 
nitrats ein jodhaltiges Reagens zu wahlen, welches, nachdem das Silber 


als Ag J aus Ag N O, gefillt worden ist, bei einem sehr geringen Uberschuli 
mit Stirkelésung eine ausgesprochene blaue Farbung gibt. Nach 
zahlreichen Proben entschlossen wir uns zu einer Jod-Jodkaliumlésung 
(KJ + J,)!. Die Reaktion, die bei diesem Verfahren stattfindet, kann 
durch folgende vereinfachte Gleichungen bestimmt werden: 


1. AgNO,+ BC] = AgCl+ BNO, 


2. 3AgNO, + KJ + HJ + HJO, = 2 AgJ + AgJO, 
KNO, + 2HNO, 


Da aber die Léslichkeit von AgJO,, welche 3,9 . 10—* (bei 20° 
in 100 g Lésung) betragt, mehrere tausend Mal gréBer ist als die Léslich- 
keit von AgJ, welche 2,5. 1077 (bei 25°C in 100g Lésung) ist, so 
tritt die iiberschiissige Quantitat KJ in Wechselwirkung mit AgJ 0, 
indem sich AgJ und KJQ, bilden. Folglich wird zum Schlub alles 
Silber aus AgNO, als Jodsilber gefallt, in der Lésung aber sammelt 


1 In der Wasserlésung reagiert das Jod mit dem Wasser nach de 
folgenden Gleichungen: 
1. J, + H,O —=.{HJ +HJO, 
2.3HJO = 2HJ + HJO,, 
3. HJO,+ 5HJ == 395, +3H,0. 
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sich K.JO, an. Die erste tiberschiissige Quantitat der Jod-Jodkalium- 
josung (im sauren Milieu) gibt infolge der Bildung ungebundenen Jods 
eine blaue Farbung der Fhissigkeit. Die Reaktion geht in dieser Phase 
auf folgende Weise vonstatten: 


Nachstehende von uns erhaltene Daten zeigen, das die Anwesenheit 
von ungebundenem K JO, in der Lésung die Reaktion von KJ + J, 
mit der Staérkelésung um viele Male empfindlicher macht: so wurden 
zum Erhalten der anfanglichen blauen Farbung in 10 ccm Wasser 
leem HNO, (1:3) + 5 Tropfen Starkelésung 0.3cem n/l00 KJ 
J,-Lésung verwendet, wahrend zum Erhalten einer gleichen Farbung 
derselben Flissigkeit, der aber vorlaufig 1 ccm 0,005 n KJ O,-Lésung 
beigefiigt worden war, bloB 0.02ccm n/100 KJ + J,-Lésung ver- 
wendet wurden. 
Eine deutliche blaue Farbung tritt schon bei einem Uberschuf 
von 0,005cem n/100 KJ + J,-Lésung ein, eine intensiv blaue bei 
einem UberschuB8 von 0.01 cem derselben Lésung. 


Da die Bestimmung des Chlorids sich schlieBlich auf die Be- 
stimmung des AgNO,-Uberschusses zuriickfiihren liBt, so bestanden 
die ersten Proben fiir die Genauigkeit der Ergebnisse der; von uns 
vorgeschlagenen Methode in der Bestimmung genauer Quantitaten 
von AgNO,. Wir fiihren einige der von uns erhaltenen Daten an: 


Tabelle I'. 





Gegeben nj100 AgNOs, com /2,0/2,0 05/0506 06 0,4 0,8 0,2)0,1 0,7 


Bestimmt ...... . . . | 2,0/%.0 0,510.5 0,601 0,601 0.4 0,3/0,2/0,1 0,704 
GroBe des Fehlers . .. % || 0 ‘9 0;}0 +02 +02 0 0/0/90 405 


Ferner untersuchten wir, welcher Art die Resultate bei der Be- 
stimmung verschiedener Chloridmengen sein wiirden (es wurden 
Quantitaten einer NaCl-Lésung mit bestimmtem Titer angewandt). 
Von vornherein war es klar, dab ohne vorlaufiges Abfiltrieren des 
Niederschlags auf irgendwelche Genauigkeit der Bestimmung nicht 
zu rechnen war, da bei dem scharfen Unterschied zwischen der Léslich- 
keit von AgCl (bei 21°C 1.54.10-4 in 100g Lésung) und von 
AgJ (bei 25°C = 2,5.10~7 in 100g Lésung) AgCl beinahe ganzlich 
oder sogar véllig in AgJ iibergehen miiBte. 

Nachstehende von uns erhaltene Daten bestatigen das eben Gesagte. 

1 Von den erhaltenen Werten (zweite horizontale Spalte) wurden je 


0,01 ecem fiir die Farbung abgezogen; desgleichen auch bei den weiteren 
Untersuchungen. 
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Tabelle 11. 





0,95 com 06ccm O6ccm O6ccm 

esSeen n 100 Oteun n 100 n/100 n/ 10x 
. AgNO, n/1on AgNO, AgNO, AgNO 
+l4cem) ang, +0.3cem +0,6ccm + 06 cen 

n/100 “BEN™’3 100 n 100 nil 

NaCl NaCl NaCl NaC 


Bestimmt n/100 AgNOs,, com 0,95 0,94 0595 059 O59 0,575 


Gegeben 


Auf Grund einer Reihe gleichartiger Untersuchungen sind wi 
zu dem Schlu8B gekommen, dab es notwendig sei, bei der Bestimmung 
der Chloride den Niederschlag, des Silberchlorids abzufiltrieren. Da 
dieser Niederschlag als gleichmabig verteilte Triibung auftritt, » 
empfehlen wir zwecks erfolgreicheren Abfiltrierens, die Lésung im Laufi 
einiger Minuten mit | bis 2 ccm Salpetersaure (1 : 3) in einem Sandbade 
zu erwirmen. Das Silberchlorid bildet dabei grobe Korner, die voll. 
zahlig auf dem Filter zuriickbleiben. Wir filtrieren mittels eines vor 
laufig angefeuchteten Baumwollefilters. Bei Beobachtung dieser Be- 
dingungen lassen die Resultate nichts zu wiinschen iibrig. Einige det 
erhaltenen Daten sind in den nachstehenden Tabellen angefiihrt. 


Tabelle 111. 





Gegeben je lecm NaCl, ent- 
halten in 100cem. mgCl 319,5. 319,5 319.5 319,5 319.5 319,5 319.5 319,5 319.5 


Bestimmt .....mgCl 316 31953195316 3195318 316 31953195 
Grobe des Fehlers . . % —1; 0 0-1 O —03 -—-1' O 0 


Tabelle IV. 


‘ 
> 





Gegeben je Leem NaCl, ent- 

halten in 100ccem mg Cl 213 | 213 248.5 248.5 248.5284 284 284 35.5 
Bestimmt. . . . . mgCl 215 | 215 247 248.5247 282.5 282.5 284 35.5 
GréBe des Fehlers. . ° +08/4+08—05 0 —05—05—05 0 0 


0 

Weiterhin war es von Belang, festzustellen, ob das in der Lésung 
vorhandene AgNO, unter dem EinfluB des Siedens und der nach- 
folgenden Filtration irgendwelchen Veranderungen ausgesetzt sei 
Eine Reihe von Untersuchungen, die zu diesem Zweck gemacht wurden 
berechtigt uns zu behaupten, daB weder das Sieden noch das Filtrieren 
das Silbernitrat beeinfluBt. Folgende Tabelle illustriert das eben 
Gesagte. 

Tabelle V. 





Gegeben n/100 AgNOs, 
cm ........- 1/20 (2,015 1513 13 0909 (0,50,50,5)0,5 
Bestimmt nach Sieden u. ; 
Filtrieren. . . . . . » 1,9952,01,5) 1,51 1,305/1,295 0,9 0,895 0,5 0,5 0,5,0,505 
Grébe des Fehlers. % —0,2; 0 | 0 |+0,7 +0,3\—0,5 0 —05,0 0 0)+1 
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Zur Zersetzung des Eiweibes im Blute wahlten wir von allen Ver- 
fahren das von Rusznyak beschriebene; es besteht darin, daB das Eiweib 
des Blutes durch Kaliumpermanganat in Gegenwart von starker 
Salpetersiure durch ein 7 bis 10 Minuten langes Sieden zersetzt wird. 
Diese Prozedur iibt auch keinen merkbaren Einflu®B auf AgNO, aus 


Die Quantitat der zu untersuchenden Fliissigkeit (Blut, Plasma u. a.) 
ist gewOhnlich = 0,1 ecem, man kann sich aber auch auf die halbe Menge, 
das ist 0,05 cem, beschranken. Die von uns gemachten Analysen zeigen, 
daB das Arbeiten mit solch einer Materialmenge hinsichtlich der Ge- 
nauigkeit vorziigliche Resultate gibt. 


Tabelle VI. 





Zur Bestimmung gelangte je 1 ccm 

Blut, in dem nach vorgeschlagener 

Methode bestimmt wurde, mg-%Cl 391.5 391.5 391.5 3915 3915 3915 
Zusatz von leem NaCl, enthaltend 

Le IR 213 213 213s 213 213 
Gesamtchlorgehalt. . . . .mgCl 6045 6045 6045 6045 604.5 6045 
Bestimmt (nach vorgeschlagener 

CO eee .mgCl 602 603.5 695 603.5 605 693.5 
GréBe des Fehlers . “oka ee 1 —O0,5 0 05 0 0.5 


Beschreibung der Methode. 
a) Reagenzien. 
1. n/l00 NaCl-Lésung. Das chemisch reine Praparat wird um- 
kristallisiert, getrocknet und gegliiht. 0,5846 g Salz werden in zweimal 
destilliertem Wasser bis 1000 ccm geléist. 


2. n/100 AgNO,-Lésting. Es ist vorteilhafter, eine iiberschiissige 
Menge dieses Salzes (1,71 g) in destilliertem Wasser bis 1000 ccm zu 
lisen. Die Lésung ist nicht lichtbestandig und mu deshalb in einem 
dunklen Glase gehalten werden. Der Titer der erhaltenen Ag NO,- 
Lésung wird nicht seltener als einmal in 14 Tagen nach der n/100 NaCl- 
Lésung (Nr. 1) festgestellt und dabei als Indikator | bis 2 Tropfen einer 
7% igen Lésung von K,CrO, angewandt (1). 


3. Eine n/100 Jodlésung in einer Wasser-Jodkaliumlésung. Ein 
iiberschiissiges Quantum von Jodkalium, beispielsweise 0,73 g, wird 
mit einer geringen Menge (20 bis 25 ccm) kalten Wassers versetzt und 
in der erhaltenen Lésung 0,2 g Jod aufgelést. Die Lésung ist in einem 
dunklen GefaB aufzubewahren. Der Titer der auf diese Weise erhaltenen 
Lisung wird nach Ag NO, (Nr. 2) festgestellt. Zu diesem Zweck nimmt 
man in einen kleinen Erlenmeyerkolben 2,0 cem n/100 Ag N O,-Losung, 
darauf 0,5cem HNO, (1:3), 3 bis 5cem Wasser und 3 bis 4 Tropfen 
einer Starkelésung und titriert die erhaltene Fliissigkeit mittels der 
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vorbereiteten K J + J,-Lésung bis zum Eintreten einer blauen Farbu 
Von dem benutzten Quantum KJ + J, wird 0,01 cem fiir die Farbung 
abgezogen. Der Titer von KJ -+- J, mub jedesmal vor dem Titriere: 
der zu untersuchenden Fliissigkeiten bestimmt werden. 


Salpetersaure (frei von Chloriden), verdiinnt 1 : 3. 
Eine gesittigte Lésung von Kaliumpermanganat. 
Eine Glucoselésung. 


Eine Starkelésung. 


b) Ausfiihrung der Analyse. 


In einen Erlenmeyerkolben von 25 bis 35 ccm Inhalt gieBt man 
2 bis 3 ccm destillierten Wassers (frei von Chloriden). In eine Mikro. 
pipette (mit Teilstrichen fiir 0,001 cem) wird 0,1 cem Blut oder Plasma 
genommen. Die Pipette wird von dem auBen anhaftenden Blute ge- 
reinigt, der Inhalt in den Kolben geblasen; die Pipette wird zwei- bis 
dreimal mit dem in dem Kolben sich befindenden Wasser abgespiilt 
Danach fiigt man je 2,0 cem (fiir Blut) und je 1,0 cem (fiir Plasma) von 
der HNO,-Lésung hinzu, worauf man je 2,0cem der n/100 Silbernitrat- 
loisung zusetzt. Dann wird der Kolben, am besten auf einem Sandbad 
bis zum Sieden erwirmt. Man bringt in den Kolben noch 15 
bis 20 Tropfen der gesittigten KMnQO,-Lésung und fahrt im Laufe 
von 10 bis 12 Minuten mit dem Sieden fort, wobei die Farbung wahrend 
der ganzen Zeit eine dunkle sein muB. Nach Beendigung des Siedens 
fiigt man bei leichtem Schiitteln tropfenweise die Glucoselésung hinzu 
bis zur Entfarbung der Fliissigkeit. Als Resultat erhalten wir in dem 
Kolben eine vollkommen klare |liissigkeit, an deren Boden sich einzelne 
groBbe Kérner von Silberchlorid befinden. Dann kiihlt man die Fliissig- 
keit (unter Lichtabschlu8) ab und filtriert sie in einen ebensolche: 
Erlenmeyerkolben mittels eines Trichters (Durchmesser 4 cm), de 
mit einem kleinen angefeuchteten’ Baumwollestopfen versehen ist’, 
Der Kolben, der die Probe enthalten hatte, wird mit 3cem Wasser 
gut ausgespiilt und das Wasser dann durch dasselbe Filter zum Filtrat 
gegossen. Solch ein Ausspiilen wird mit der gleichen Wasserquantiti! 
noch zweimal wiederholt. Als Ergebnis erhalten wir 10 bis 12 cem 
volikommen klarer Lésung, in der nach Zusatz von 3 bis 4 Tropfen 
Stirkelésung der AgNO,-Uberschu8 bestimmt wird. Die Bestimmung 
wird durch Titration mit einer Jod-Jodkaliumlésung mittels einer 
Mikrobiirette bis zum Eintreten der blauen Farbung ausgefiihrt. 


1 Bei unseren Untersuchungen enthielt die Baumwolle Spuren von 
Chloriden und wurde daher vor dem Filtrieren mit destilliertem Wass’ 
dreimal gewaschen. 
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c) Beispiel der Berechnung. 


Die Feststellung des Titers fiir die KJ + J,-Lésung ergab, dab 
20cem der n/100 Ag N O,-Lésung 2.05 cem KJ +- J, erfordert hatten. 
Wenn wir 0,01 cem fiir die Fairbung abziehen, erhalten wir 2,04 ccm. 

» 


Folglich ist die KJ —- J,-Lésung ; 04 


1,02 mal schwacher als n/100, 


und zum Erhalten eines genauen Wertes der TitriergréBen miissen 
letztere durch diesen Koeffizienten dividiert werden. Bei der Titration 
der Blutprobe z. B. wurde 1,02 ccm KJ + J, verbraucht; wenn wir 
diesen Wert durch 1,02 dividieren, erhalten wir eine GréBe, die 1,0 cem 
der 0.0ln KJ -+- J,-Lésung gleichkommt; nach Berechnung des 
0.0Lecem fiir die Farbung erhalten wir 0.99cem. Da jedes Kubik- 
zentimeter der n/ 100 KJ —- J,-Lésung | cem der n/100 Ag N O,-Lésung 
hindet, so werden folglich 2,0 — 0,99 1,01 com der n/100 AgNO,- 
Lisung gebunden. Wenn wir die erhaltene Zahl mit 355 multiplizieren, 
erhalten wir die Konzentration der Chloride, ausgedriickt in Milli- 
grammen Chlor auf 100 ccm der untersuchten Fliissigkeit. 

Um die Berechnung zu vereinfachen, kann man folgende Forme! 
benutzen: 2 [A — (B — 0,01)]355, wobei x Milligramm Chlor, 
A Kubikzentimeter der beigefiigten n/100 AgNO,-Lésung, B die 
Kubikzentimeter der fiir das Zuriicktitrieren des Ag N O,-Uberschusses 
verbrauchten KJ -}- J,-Lésung (n/100) und 0,01 cem den Abzug fiir 
die Farbung bezeichnen. 

Zwecks Vereinfachung der Berechnung haben wir eine Tabelle 
fiir die Chlormengen von 0 bis 570 mg auf 100 ccm der untersuchten 
Flissigkeit zusammengestellt, indem wir von der Berechnung ausgingen, 


Tabelle VII. 





3 


571.5 568 564.5 557,! 550.5 | 547 543.5 | 539.5 
536 532.5 | 529 525 BL 511.5 508 | 504 
500.5 497 493.5 6. 8: 79.5 476 472.5 468.5 
465 461.5 458 449.5 437 433 
429.5 426 422.5 5! ‘ 8.5) 405 401.5 398.5 
395 891.5 388 38 } 370.5 367 363 
359.5 356 352.5 345.5 34! 338.5 | 335 331.5 327.5 
324 320.5 317 30: 299.5 296 292 
288,5 285 281.5 274.5 267.5 | 264 260.5 | 256.5 
253 249.5 246 5 | 238 23: 228.5 225 | 221 
217.5 214 210.5 203.5 5 | 193 189.5 185.5 
182 178.5 175 715 i8 } 157.5 154 159 
146.5 143 139.5 32.5 25.5 | 122 118.5 114.5 
110 106.5 103 OH ¢ 85.5 82 78 
745 71 67,5 } 90.5 53.5| 59 46.5 42.5 
39 35.5 32 28,5 a ; 14,5 11 7 
3.5 0.0 
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daB die untersuchten Flissigkeiten mit 2,0cem der n/100 AgNO 
Lésung versetzt werden. Bei Quantitaten, welche die angegebeiy 
iibersteigen, muB man 3,0 cem der n/100 AgNO,-Lésung nehmen uy 
die Berechnung nach der angegebenen Formel ausfiibren. 


Literatur. 


1) J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung 1923. 2) St. Rusz. 
nyak, diese Zeitschr. 110, 160, 1920. — 3) Schort und Gellis, Journ. of b 
Chem. 78, 1927. 4) Lunge-Berl, Chem.-Techn. Untersuchungsmetho 
1, 170, 1921. 5) Mc Lean und D. D. van Slyke, Journ. of biol. Chem. 21, 
361, 1915. 6) D. D. van Slyke und S. 8S. Douleary, ebendaselbst 37, 55), 
1919. — 7) J. H. Austin und D. D. van Slyke, ebendaselbst 41, 345, 1920. 
8) Gettler, Journ. Amer. Med. Ass. 27, 1650, 1921. — 9) Treadwell, Ana 
tische Chemie 2, 1927 (russische Ausgabe). 





Notiz iiber den vermutlichen Chemismus 
physiologischen Wirkung hypertonischer Lésungen. 


Von 
Nikolai Schilow. 
\us dem physikochemischen Laboratorium des wissenschaftlich-chemischen 
Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1928.) 


In letzter Zeit sind von mehreren Autoren hypertonische Lésungen 
anorganischer Salze von verschiedener Zusammensetzung in der Medizin 
als Mittel gegen GefiBkrankheiten bzw. gegen Gangraena spontana, 
sowie auch fiir physiologische Versuche angewandt worden. Ohne 
dariiber vom medizinischen bzw. physiologischen Standpunkt aus 
zu diskutieren, méchten wir auf rein physikochemische Fragen auf- 
merksam machen, die nach unserer Meinung besonders beachtet werden 
miissen. 

Bei den Injektionen von’ hypertonischen Lésungen handelt es 
sich offenbar nicht um eine Konzentrationserhéhung der anorganischen 
Bestandteile des Blutes an und fiir sich, weil dieses seine osmotischen 
und chemischen Eigenschaften sorgsam bewahrt, sondern um eine sich 
dauernd wiederholende Einwirkung auf das Gleichgewicht zwischen 
dem Blute und den BlutgeféiBwainden. Dieses mu8 als fest-fliissiges 
Gleichgewicht von den in der fliissigen Phase vorhandenen Stoffen, 
dabei in erster Linie von den Elektrolyten, abhangig sein. Wir verstehen 
darunter aber nicht die Gesamtadsorption bzw. die Austauschadsorption 
an der Oberfliche der BlutgefaiBe, weil dieselbe bei den unbedeutenden, 
durch Injektionen hervorgerufenen Konzentrationsanderungen nur 
langsam und allmahlich zum Vorschein kommen kann. Es handelt 
sich vielmehr um den EinfluB der Elektrolyte auf den elektrokapillaren 
Zustand der GefaBwande. 

Bei der Blutzirkulation miissen namlich in den Blutkapillaren 
sogenannte Strémungspotentialunterschiede zwischen der inneren Ober- 
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fliche der GefaBwinde und dem strémenden Blute entstehen, 

in hohem Grade von den winzigen Konzentrationsinderungen 
Lésung abhingig sind, wie die in diesem Laboratorium an verwandt 
Erscheinungen (Kataphorese, Elektroosmose) ausgefiihrten Versuc|y 
deutlich zeigen!. Dabei kommt nicht nur die Anwesenheit eines |x 
stimmten Bestandteiles in Betracht, sondern die relative Konzentratio: 
simtlicher Ingredienzien und dabei auch der H’- bzw. OH’-Ione:2 


In vitro iiben bekanntlich die lonen durch ihre Adsorption aut 
die Ladung einer festen Oberfliche einen komplizierten EinfluB aus 
indem bei auBerst kleinen Konzentrationen die Ladung zuerst vermehrt 
und erst bei héheren Konzentrationen vermindert wird, was sich wi 
Kruyt® zuerst angedeutet hat, durch nichtsynchronische Adsorptic, 
der entgegengesetzt geladenen lonen erkliren laBt. Es sollen allerding 
die Adsorptionserscheinungen die wichtigste Rolle bei den strémungs 
elektrischen Erscheinungen spielen. Dasselbe soll sich auf der Ober 
fliche der Blutkapillaren auch bei voriibergehenden Konzentrations 
ainderungen der Elektrolyte im Blute aiuBern und dadurch die Vaso 
motoren ins Spiel setzen?, 

Durch diese Vermutung lassen sich vielleicht einige bekannt: 
Tatsachen im Gebiet der physiologischen Chemie deuten. — Erstens 
die bevorzugte Affektion durch die Sklerose der Hauptblutstr6mungs 
bahnen bzw. der die grébte Arbeit leistenden Arterien, in denen dir 
Strémungspotentiale besonders stark auftreten sollen. Zweitens ce: 
von Loeb zuerst studierte EinfluB von Salzen der zweiwertigen Metall 
auf die physiologische Wirkung der einwertigen Kationen, d.h. di 
physiologische Bedeutung vom Verhiiltnis der Konzentrationen Me) Mc 
das sich bekanntlich auch bei minimalen Anderungen geltend macht 
Hierher gehort auch die medizinische Anwendung der hypertonische: 
Lésungen mit vollem AusschluB von Ca’- bzw. Mg’-lonen. Drittens 
kann die Beeinflussung der Str6mungspotentialunterschiede zur Deutung 
der physiologischen Wirkung von kleinen Dosen der chemischen Stoffe 
in Betracht gezogen werden. Alle erwahnten Tatsachen sowie auch 
iiberhaupt der Reiz der Vasomotoren, lassen sich somit vielleicht au! 

1 Iwaniizkaja und Proskumin, Kolloidzeitschr. 39, 15, 1926; Lu 
Orlawa, Zeitschr. f. physik. Chem. 184, 354, 1928. 

2 S. Pewsner, Zeitschr. f. physik. Chem. 183, 122, 1928; auch w 
veréffentlichte Versuche von Frl. lwanitzkaja. 

3 Kruyt, Kolloidzeitschr. 22, 81, 1918. 

‘ Die Wirkung der hypertonischen Lésungen auf die Vasomotore: 
bzw. den Blutdruck wird durch mehrere klinische Beobachtungen b 
statigt; vgl. dariiber Dr. Majkow, ,,Klin. Med.** (russisch) 1926 und di 
Vortraige und Mitteilung von Dr. Eitwig und von Fr. Dr. Trawina aus 
Klinik von Prof. Klutscharew (Moskau, Botkins Krankenhaus). 
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rein physiko-chemische Erscheinung, die sich bequem in vitro 


studieren laBt, zuriickfiihren. 

Bei der medizinischen Anwendung der hypertonischen Lésungen 
kommt noch die Zusammensetzung derselben insofern in Betracht. 
als das Blut als eine Pufferlésung zu betrachten ist und daher seinen 
py-Wert nur sehr wenig andert. Wenn man daher délie durch Alter oder 
Erkrankung (bzw. Ermiidung) bedingte Blutazidose bekiimpfen will, so 
ist es theoretisch gesprochen zweckmaBig, nicht die H’- bzw. OH’- 
lonenkonzentration des Blutes an und fiir sich zu andern zu versuchen, 
sondern die normalen Pufferstoffe dem Blute im gewissen Uberschub 
zu liefern. Es kommen dabei die hydrolysierenden Salze, nimlich 
Na, CO, (bzw. NaHCO ,) und Na,H PO, bzw.( Na H, PO,) in Betracht 
und dadurch entsteht die Frage nach der Beeinflussung der relativen 
Konzentration von Anionen im Blute, die zweifellos physiologisch 
ebenso wichtig wie das Verhiltnis der Konzentration der Kationen 
erscheint. 

Damit im Zusammenhang stehen die Laboratoriumsversuche, 
die zu beweisen scheinen, dab bei der Adsorption an einen negativen 
Adsorbenten (wie es ohne Zweifel bei BlutgefaiBwiinden der Fall ist) 
zuerst eben die Anionen eine leitende Rolle spielen und darunter die ein- 
wertigen (im Gegensatz zu der Adsorption von Kationen, von welchen 
die mehrwertigen vorzugsweise adsorbiert werden). Daher wird z. B. das 
Gleichgewicht Na,C O,— NaHCO, durch einen negativen Adsorbenten 
in der Alkalitatsrichtung verschoben, d. h. vorzugsweise das HCO)-Ion 
und dabei absolut viel starker als das CO%-Ton adsorbiert, wie es die 
Versuche von Schilow und Tschmutow' zeigen. Daraus folgt, dal bei 
einer Anhaufung von HCO)-Tonen im Blute, welche als Folge der 
Blutazidose eintreten soll, die Adsorption der Kohlensaure (als HCO)- 
lonen) an den BlutgefaBwanden begiinstigt wird und einen schiidlichen 
Effekt hervorrufen kann. In speziellen Fallen kann es zur sekundédren 
Ablagerung des Calciumcarbonats fiihren, wie es die Laboratoriums- 
versuche von T'schepelewetzky* veranschaulichen. Uberhaupt wire 
nach den oben dargelegten Betrachtungen die Adsorption von Kohlen- 
sdure an den BlutgefaBwanden als erstes chemisches Stadium der Sklerose 
aufzufassen. Nachher kénnen verschiedenartige physikalische bzw. 
chemische Vorgange eintreten, die dadurch zweifellos begiinstigt werden, 
daB die primare Adsorption der Kohlensaure die - Beschaffenheit der 
BlutgefaBwande veraindern und namlich physikalisch-chemisch 
gesprochen aktivieren soll. Bei normalen Zustinden soll die schiid 


1 Schilow und Tschmutow, Zeitschr. f. physik. Chem. 133, 188, 1928; 
vgl. auch Schilow und Lepin, ebendaselbst 96, 25, 1920. 
2 Tschepelewetzky, Zeitschr. f. physik. Chem. (im Druck). 
10* 
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liche Adsorption der Kohlensiure durch das richtige Verhaltnis yoy 
Cl’- und HCO)-Ionen geregelt und gehemmt werden. 

Die Annahme einer primaren Adsorption der Kohlensaure |; 
Ursache der Sklerose steht keineswegs in Widerspruch mit der Tat 


sache, dafs eben die Arterien, welche an Kohlensiure armeres Blut 
durchstrémen lassen, stiirker als die Venen von der Sklerose getroffen 
werden. Es kommt niamlich dabei der Druckunterschied in beiden 
Zirkulationssystemen in Betracht. 

Im AnschluB an die oben angefiihrten Untersuchungen, die im 
hiesigen chemischen Laboratorium ausgefiihrt worden sind, sind Ver 
suche bereits im Gange, in denen die Adsorption von Cholesterin unter 
verschiedenen Bedingungen studiert werden soll. Das Interesse einer 
solchen Untersuchung liegt in der Bedeutung dieses Stoffes bei den 
GefaBerkrankungen, sowie auch seine Rolle bei den hypertonischen 
Injektionen. Durch mehrere klinische Beobachtungen wurde namlich 
festgestellt, daB der Cholesteringehalt des Blutes bei diesen Injektionen 
starke Schwankungen erleidet und manchmal auf das 1!.,fache steigen 
kann}. 


1 Vgl. die FuBnote oben: Es gehéren hierher auch die unveréffent- 
lichten Versuche von Dr. Speransky (Centr. Krankenhaus der Nord-Eisen- 
bahnen Moskaus). 
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Uber den Mechanismus der alkoholischen Girung. 
Von 
A. Lebedew. 


\us dem wissenschaftlichen Forschungsinstitut fiir Chemie der 1. Uni- 
versitat zu Moskau.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1928.) 


Faworski gibt in seiner Abhandlung ..Die Reaktionen der gleich- 
zeitigen Reduktion und Oxydation und die isomeren Umwandlungen™ ! 
ein Schema der alkoholischen Girung, das eine unbedeutende Ab- 
anderung meines Garungsschemas darstellt. 

Bereits 1911 hat Newberg? nach Entdeckung der Garfahigkeit 
von Brenztraubensiure dargelegt, dal diese Substanz durch eine 
Dismutation aus Methylglvoxal hervorgeht. Nach meinem Schema*® 
bildet sich aus dem Glycerinaldehyd, der bei der Spaltung der Hexose 
in einer aktiven Form‘ entsteht, Methylglyoxal, das sich nach der 
Hydratation auf Kosten des Sauerstoffs des Wassers zur Brenztrauben- 
siure oxydiert; der frei werdende Wasserstoff wird dabei zur Reduktion 
des bei der Spaltung der Brenztraubensaure entstehenden Acetaldehyds 
zum Alkohol verbraucht. Es wurde schon damals von mir angenommen, 
daB diese gekoppelte Reaktion unter der Teilnahme eines besonderen 
Enzyms sich abspielt®. Seitdem verfolge ich diese Idee in allen meinen 
Arbeiten, die sich mit deia Chemismus der Alkoholgirung befassen®. 

Fast genau dasselbe nimmt auch Faworski an mit dem einzigen 
Unterschied, daB nach ihm im Anfang der Garung zuerst Glycerin- 
aldehyd mit Methylglyoxal dismutiert wird; nachdem aber aus der 
dabei gebildeten Brenztraubensiure Acetaldehyd entstanden ist, 
geht die Reaktion genau nach bekanntem Schema weiter. Man sieht 
also wohl, dab das Garungsschema von Faworski blob eine Wieder- 


1 0K. 60, 369, 1928; Bull. Soe. chim de France (4), XLIIT-—XLIV, 
55, 1928. 

2 Diese Zeitschr. 31, 171, 1911; Zeitschr. f. Gaérungsphysiol. 1, 114, 
1912. 

§ Ber. 45, 3256, 1912; Bull. Soc. chim. de France (4) 11/12, 1040, 1912; 
Chemische Untersuchungen iiber die zellfreie Alkoholgérung, Habilitations- 
schrift, Nowotscherkassk-Moskau 1913, 8. 170. 

4 Levene, Chem. Rev. (1) 5, 1, 1928. 

5 Diese Zeitschr. 46, 488, 1912. 

® Hoppe-Seylers Zeitschr. 182, 275, 1924; 160, 97, 1926; 172, 50 und 
255, 1927; diese Zeitschr. 166, 407, 1925; Fermentforsch. 9, 74, 1926. 
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gabe dieses ist, um so mehr, als auch die Reaktion zwischen Glycer 
aldehyd und Acetaldehyd (ebenso tibrigens wie zwischen Glycerin 
aldehyd und Methylglyoxal) von mir vorgesehen wurde und fiir ci 
experimentelle Bearbeitung in Aussicht gestellt wurde! — Hieriihe 
hoffe ich in niachster Zeit berichten zu kénnen. Indessen geht der Aut. 
mit keinem Wort darauf ein, ebensowenig iibrigens auf das Garungs 
schema von Neuberg, der gerade die Cannizzarosche Reaktion fiir div 
Erklirung des Garungsverlaufs herangezogen hat?. Der Unterschied 
besteht nur darin, wie Faworski und ich sich den Mechanismus der 
Reaktion vorstellen. Ich nehme an, dab die Reaktion nach Wieland 
vor sich geht, Faworski aber meint, daB sie nach Cannizzaro sich ab 
spielt, wobei seine Erkliarung des Mechanismus dieser Reaktion der 
von Meerwein und Schmidt* vertretenen Ansicht sehr nahe steht... Der 
Verlauf des Glucosezerfalls bei der alkoholischen Giarung™, schreibt 
der Autor, ..besteht aus einer Reihe von konsekutiven konjugierten 
Reaktionen der gleichzeitigen Reduktion und Oxydation*. Gerace 
dieser Gedanke wurde unabhangig und fast gleichzeitig von Neubery 
und mir® vor 16 Jahren ausgesprochen und seitdem unaufhdérlich 
experimentell nach allen Richtungen hin verfolgt. Mit Ausnahme 
eines zweifelhaften’, von anderer Seite noch nicht nachgepriiften 
Versuchs iiber die Umwandlung von Benzoyl-methyl-carbinol in Pheny! 
acetyl-carbinol, deren Méglichkeit tibrigens schon von Newberg’ 
erwogen wurde, beschaftigen sich die Untersuchungen von Faworsy 
nur ganz entfernt mit der alkoholischen Garung. Es wirkt daher 
befremdend, daB Faworski, der friiher auf diesem Gebiet nicht gearbeitet 
hat und seine Aufmerksamkeit auf diese erst vor 2 Jahren® gelegentlich 
gelenkt hat, jetzt die vor ihm von anderen Forschern geleistet 
groBe Arbeit, ohne sie zu erwahnen, fiir sich ausniitzt. Obwohl sein 
vor 30 Jahren ersclienenen Abhandlungen nur eine Fortsetzung der 
Arbeiten von anderen, von Faworski selbst zitierten Autoren bilden 
die gleichfalls eine Erklarung des Mechanismus der isomeren Um. 
wandlungen gegeben haben, sucht er diese nunmehr als Ausgangspunkt 
hinzustellen. Jedenfalls enthalten seine Abhandlungen aus den Jahren 
1894 und 1895 keine Hinweise auf die Méglichkeit der Anwendung 

1 Diese Zeitschr. 160, 113, 1926. 

2 Monogr. Jena 1913; diese Zeitschr. 58, 406 und 58, 160, 1913. 

3 Liebigs Ann. 444, 221, 1925. 

l. c., S. 382. 

5 |. ¢.; Zeitschr. f. Gairungsphysiol. I, 1912. 

* 1. c. und diese Zeitschr. 46, 488, 1912. 

* Vgl. dazu: Neuberg, Hoppe-Seylers Zeitschr. 157, 305, 1926; Neu 
berg und Komarewsky, diese Zeitschr. 182, 285, 1927. 

§ Diese Zeitschr. 144, 46, 1924. 

* Bull. Soc. chim. de France (4) 39, 216, 1926. 
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‘von Faworski angefiihrten Ergebnisse zur Erklirung des Chemismus 
der alkoholischen Garung. 

Die Behauptung von Faworski, daB der ganze GirungsprozeB 
nur durch die Oxydoredukase besorgt wird, braucht hier nicht ernst- 
haft diskutiert zu werden, da die Irrigkeit dieser willkiirlichen Auf- 
fassung jedem, der sich mit dem Garungsproblem beschaftigt hat, 
ins Auge springt. Sein Hinweis auf die Abhandlungen von Kluyver! und 
Kostytschew* ist keineswegs geniigend, da diese Autoren, die mit ihrer 
Anschauung ganz vereinzelt dastehen, ihre Richtigkeit nicht bewiesen 
haben. Es sei bemerkt, daf auch die Annahme, dab das Methylglyoxal 
ein intermediares Produkt der alkoholischen Giarung sei, bis zum 


heutigen Tage nicht bewiesen worden ist. Freilich haben Kost ytschew 
und Soldatenkov® eine Arbeit veréffentlicht, in der sie sich bemiihen, 
die Bildung des Methylglyoxals bei der Zuckergirung experimentell 
zu zeigen; indessen ergab sich aber bei der Nachpriifung dieser ,,Ent- 


deckung durch Neuberg und Kobel4, daB die oben genannten Autoren 
statt Methylglyoxal-di-semicarbazon Hydrazo-di-carbon-amid erhalten 
haben, daB sie also bei der Stickstoffbestimmung einen Fehler bis auf 
23°, begangen haben. Sie haben auBerdem den Kohlenstoff tiberhaupt 
nicht bestimmt, obwohl der Unterschied etwa 12°, betragt! Auch 
ich habe die Arbeit von Kostytschew und Soldatenkov wiederholt uad 
bin zu demselben SchluB wie Newberg und Kobel gekommen! Man sieht 
also, daB mein vor 16 Jahren gegebenes Schema, das sich nur auf meine 
Untersuchungen® iiber die Wirkung der Oxydoredykase auf Glycerin- 
aldehyd, Methylglyoxal und Acetaldehyd stiitzen kann, und das jetzt 
Faworski als sein eigenes hinstellt, vorlaufig keine experimentelle Be- 
statigung findet. 

Im Anfang des Aufsatzes beschwert sich der Autor, dab man seine 
Gedanken, ohne ihn zu zitieren, wiedergibt. Aus dem oben Gesagten 
folgt aber zur Geniige, dab dieser Vorwurf vielmehr dem Autor selbst 
gemacht werden soll! 

Anmerkung bei der Korrektur. In einer soeben erschienenen Arbeit 
Hoppe-Seylers Zeitschr. 176, 287, 1928) geben Kostytschew und Soldatenkov 
ihren Fehler zu und finden dieses Mal statt Methylglyoxal-disemicarbazon 
Brenztraubenséure-semicarbazon, aber auch diese Angabe der Autoren 
ist angesichts des oben Gesagten noch der Nachpriifung von anderer Seite 
hediirttig. 


1 Proc. Royal Acad. of Amsterdam 28, 605, 1925; Hoppe-Seylers 
Zeitschr. 158, 111, 1926. 

2? Hoppe-Seylers Zeitschr. 154, 263, 1926. 

3’ Ebendaselbst 168, 128, 1927. 

' Diese Zeitschr. 191, 472, 1927. 


‘i. e. 





Untersuchungen iiber fermentative EiweiGspaltung. IL. 


Von 


P. Rona und E. Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1928.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung? konnte gezeigt werden, dai 


bei der tryptischen Spaltung des Caseins die Adsorption an die Kollo 


diummembran ein Zeichen der ersten Teilchenverkleinerung der Casein 
molekiile ist, ferner, dab diese Zerteilung im wesentlichen ohne Lésung 
der CON H-Bindung erfolgt. Beziehungen zwischen der Lésung der Poly 
peptidketten und der Zerteilung des Caseinmolekiils lassen sich wie bei 
der tryptischen, so auch bei der peptischen Spaltung aufsuchen. Ein 
Voraussetzung ist wieder, daB die urspriinglichen Caseinmolekiil 
oder -teile zu groB sind, um in die Poren einer Kollodiummembra: 
eindringen zu kénnen, und so an ihr nicht zur Adsorption gelange 
Die unter der Fermentwirkung entstandenen kleineren Teile kénne: 
hingegen an die innere Oberfliche der Membran gelangen und werde: 
von ihr festgehalten. Die GréBe der Adsorption ist somit ein MaBstal 
fiir die Zerkleinerung der Molekiile bzw. Molekiilaggregate. Wo kein 
Adsorption vorliegt, haben wir die unverindert groBben oder noch 
nicht geniigend verkleinerten Molekiile vor uns. Wo die Adsorptio: 
deutlich nachweisbar oder betrachtlich ist, haben wir eine weseritlicly 
Mole kiilze rkleine erung anzune *hmen. 

Wir’ zeigen Yuniichst, fab Caseinlésungen, die mit Pepsin versetzt 
wurden, nicht adsorbiert werden, wenn die Fermentwirkung durc! 
Aufkochen unmittelbar nach dem Zusetzen des Ferments aufgehoben 
wird (Tabelle I). 

Wir sehen, dab die in die Kollodiumhiilsen eingefillten N-Mengen 
bis auf wenige Prozente, die innerhalb der Fehlergrenzen der b: 
stimmung liegen, wiedergefunden wurden. 


Ausgefitihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutsche 
Wissenschaft. 
2 Diese Zeitschr. 196, 197, 1928. 
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Tabelle I. 
Aufgekochtes Ferment. 





Dialyse 
Versuch Spaltungsgrad - $$$ Verlust 
Eingefullte NeMenge Whiedergefundene N-Menge 


my 
51,49 
52.02 
46,72 
45.80 
53,13 
55.41 
53.61 
58,23 


55.30 


57.40 


Die niichste Tabelle (Tabelle IT) laBt erkennen, da8 Caseinlésungen, 
lie durch geringe Pepsinwirkung aufgespalten wurden, ebenfalls keine 


\dsorption, die die Fehlergrenzen sicher tiberschreitet, zeigen 


Tabelle Il. 





Dialyse 


Versuch Spaltungsgrad - — - 
Eingefullte N-Menge Wiedergefundene N: Menge 


mg mg 
45.45 
46.03 
45,70 
44,75 
52,19 
51.75 
52.47 
53,23 
52,51 
53.26 


43.47 
53.11 

53.38 
53.77 
538.09 
22.88 
22.15 
43.66 
42.70 
51,10 
4.61 

41,95 
42.1% 
45.68 
42.89 
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Dieser Befund ist sehr auffallend, da er verschieden von den 
tryptischer Spaltung gefundenen Ergebnissen ist. Mit zunehmen er 
Spaltung tritt eine Adsorption auf, die immer grober wird. Tabelle [|| 
zeigt die Adsorptionsvorginge bei mittleren Spaltungsgraden. 


Tabelle III. 





Dialyse 
Versuch Spaltungsgrad Verlust 
Eingefiillte NeMenge Wiedergefundene N-Menge 


mg mg 


3.43 
283 


9 
2 


46,22 
44.74 
46.15 
44,22 
33.81 
30.80 
29.23 
31,79 
51,70 
51,14 
35,18 
34,64 
37,26 
38.74 


47,51 
39,30 33.1 
32,67 28,0 
23,95 11,4 
21,34 21,0 
44,15 20,2 
47,72 13,7 
47,39 17,4 
45,42 20.9 
43 57.40 41.63 
38,66 32.6 
Die AdsorptionsgréB8e bleibt auch bei diesen Spaltungen noc! 
deutlich hinter den Werten zuriick, die bei der tryptischen Spaltung 
erhalten werden. Erst bei den groBen Spaltungen (Tabelle IV) werde: 
hohe Grade der Adsorption erreicht. 
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Tahelle IV. 





Dialyse 
ersuch Spaltungsgrad - Verlust 
Eingetullte N-Menge Wiedergetundene N-Menge 


mg mg 

29.94 
25.97 
20,25 
24,20 
48.04 
59.38 
36,26 
25,28 
25.87 
23.95 


44.45 
49.49 
59,50 
56.0 

36,75 
4011 24.67 


see 24.94 49,2 
47,95 31.39 34.6 


In den nachsten drei Tabellen (Tabellen V, VI und VII) sind die 
Adsorptionswerte aus den Trypsinversuchen der 1. Mitteilung und den 
Pepsinwerten dieser Mitteilung gegeniibergestellt. 


Tabelle V. 


Diese, Tabelle ist aus Trypsinversuchen der ersten Mitteilung und Pepsin- 
versuchen der zweiten Mitteilung zusammengestellt.) 





Adsorption in Adsorption in 


Spaltungsgrad Spaltungsgrad 


Trypein Pepsin . Trypsin Pepsin 
34,7 6,2 . 39,3 44 
45.5 49 40,7 

37, 5.5 . 44.3 69 
37. a _ 45.6 ¥y 
43, Y, 34,2 S4 
59.6 ; 35,7 10.4 
38.5 .! - 33.0 1.6 
54.5 3, " 31,8 3,3 





Tabelle VI. 
Diese Tabelle ist aus Trypsinversuchen der ersten Mitteilung und Pepsin- 
versuchen der zweiten Mitteilung zusammengestellt.) 





Spaltungsgrad Adsorption in °/, Spaltungsgrad Adsorption in °/9 


'rypsin Pepsin Trypsin Pepsin 


io 


44.4 17,7 - 29,2 7 
47,7 19,9 ss 30,3 21,0 
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Tabelle 


VII. 


(Diese Tabelle ist aus Trypsinversuchen der ersten Mitteilung und Pe; 
versuchen der zweiten Mitteilung zusammengestellt.) 





Spaltungsgrad Adsorption in °/, 


Trypsin Pepsin 


iV) 


ots 32.6 
62.4 41.6 


35 


Spaltungsgrad 


“10 


63 


Adsorption in 


Trypsin Pepsir 


41.5 


29.5 


Aus den grofben Verschiedenheiten der Adsorption bei den kleine: 


Spaltungsgraden zwischen 


peptischer und 


tryptischer 


Spaltung 


(Tabellen V und VI) geht hervor, dal die peptische Spaltung bei den 
selben Rest-N-Mengen nicht annihernd zu 


zerkleinerung fiihrt wie die tryptische. 


einer solchen Molekii! 
In der Tabelle VILL werde: 


Versuche wiedergegeben, die zur Bestiatigung der Verschiedenheit de: 


beiden Fermentwirkungen gleichzeitig angestellt worden sind 


Tae lle 


Vill. 


Pepsin- und Trypsinspaltungen aus gleichzeitig angestellten Versuchen 





Spaltungsgrad Adsorption in 


Irypsin Pepsin 


10.1 0 
11.6 
53 
7.9 
14.5 


6,0—S 82.5 





Spaltungsgrad 


Adsorption in ‘ 
Trypsin Pepsir 
35.6 
34.8 
35.9 
21.8 
49.7 
45.9 


Zwei Portionen derselben Caseinlésung mit Pepsin und Trypsi 
wurden zu ungefahr denselben Rest-N-Werten gebracht und dann dir 
Adsorption gepriift. Aus der TabeHe geht hervor, wie auBerordentlic! 
verschieden der kolloidale Anteil in bezug auf die Adsorbierbarkeit ist 
obwohl die Rest N-Werte, also der durch den nicht kolloidalen Ante: 
nachgewiesene Spaltungsgrad, tibereinstimmen 


Die weiteren Untersuchungen beziehen sich auf die durch Amino 


N-Bestimmungen nachweisbaren CONH-Lésungen wahrend cet 


fermentativen Spaltung. 

Uber die Vermehrung der Aminowerte im Verlauf der peptische 
Spaltung unterrichtet Tabelle IX. (N-Werte in Prozenten des Gesamt 
stickstoffs.) 
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Tabelle IX. 
Rest-N- und Amino-N-Werte in Prozenten des Gesamt-N. 


Versuch 52. 





Sofort Nach 8 Minuten Nach 20 Minuten 


44 6.5 10,3 
5.4 6.2 10.4 


Versuch 54. 





Nach 8 Minuten Nach 20 Minuten 


5.6 


D.4 


Versuch 45. 





Nach 8 Minuten 20 Minuten Nach 2 Stunden 


2.9 5.2 
5.0 DA 


Versuch 46. 





Sotort Nach 8 Minuten 20 Minuten Nach 2 Stunden 


3.4 5.0 


5,2 5.9 


Versuch 47. 





Sofort Nach 20 Minuten Nach 2 Stunden Nach 3 Stunden 


Rest-N . .. 4.9 
ee x as 4,9 


7,1 17,4 2 
5,7 7,1 


wv, 


1 
oO 

Aus Tabelle X ist ferner zu ersehen, daB der Zuwachs an Amino-N 
n der nicht-enteiweiBten Spaltungsfliissigkeit ebenso wie bei der 


iryptischen Spaltung ungefihr gleich dem Zuwachs ist, der im Verlauf 
ler Spaltung in dem enteiweibten Filtrat auftritt. 


Tabelle X. 
Vermehrung der NH, in Milligramm N pro Kubikzentimeter. 


Versuch 45. 





Sofort Nach 8 Minuten | Nach 20 Minuten Nach 2 Stunden 
Vor der EnteiweiSung 0 0,011, 0,011, 0,05. 
Nach . A 0 0.008 0.008 0,055 
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Versuch 46. 





Sofort Nach 8 Minuten Nach 20 Minuten Nach 2 Stun 


Vor der Enteiweibung 0 0,011 0,02; 0,054 
Nach ,, 0 0,011 0.01, 0,051 


Versuch 47. 





Sofort Nach 20 Minuten Nach 2Stunden Nach 3 Stunde 


Vor der Enteiweibung 0 0,016 0,03, 0,05 
Nach . * 0 0,013, 0.02 0.03, 


Versuch 52. 





Sofort Nach 8 Minuten Nach 20 Minute 


Vor der Enteiweibung .. . 0) 0,011, 0.0145 
Nach . Ara 0 0.008 0,014, 


Versuch 54. 





Sofort Nach 8 Minuten Nach 20 Minute: 


Vor der Enteiweibung .. . 0 0,006 O17 
Nach , ors 0 0.006 0.014 


Daraus geht hervor, da die neu auftretenden Aminogruppe: 
ausschlieBlich oder vorwiegend zu den Ketten gehdren, die in de! 
Rest-N_ erscheinen. 

Uber die GréBe dieser Ketten kann die Tabelle XI Aufschlu 
geben fiir den Fall, daB es sich im Rest-N nur um Ketten und nicht 
um ein Gemisch von stickstoffhaltigen Spaltprodukten ohne frei 
Aminogruppen und Amino-N-heltige Ketten handelt. 


Tabelle XI. 
Werte fiir Rest-N und Amino-N im Rest-N in Milligramm N pro Kubi 
zentimeter. 





Versuch 45 Versuch 46 Versuch 48 Versuch 49 Versuch 5. 


RestsN NH,N Rest-N NHN Rest-N NH,N ResteN NH,N | Reste-N Nii,\ 


1.Abnahme 0,94, 0 0,04, O 0,09, 0,006 0,12, 0,009 | 0,97, 9,095, 
2 0,064 0,008 0,07, 0,011 0,13, 0.017 0,156 0,019 0,11, 0,014 
3. . 0,113 0,008 0,11, 0,011 0,44, 6,04, 0,39, 0,03, | 0,18, 0,019 
4. 0,38, 0,057 0,34, 0,05, 0,76, 0,06, 0,58, 0,05, 


Die gleichen Uberlegungen hinsichtlich der Kettenlinge gelten 
wie schon in der ersten Mitteilung angedeutet, auch fiir die tryptisc! 
Spaltung. Auch hier wurden die im Verlauf der Spaltung neu auf 
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tretenden Aminogruppen zum gréBten Teile im eiweibfreien Filtrat 
wiedergefunden. Die Tabelle XII zeigt die Ergebnisse von drei neu 
wngestellten Versuchen mit Trypsin, die gegeniiber den Zahlen der 
ersten Mitteilung nichts Neues bringen 


Tabe lle NJ. 


Zunahme von Rest-N, Amino-N und Amino-N im eiweiBfreien Filtrat 
(Versuche 55, 56, 58). 





Versuch , , AminosN 
N d »sN . 
Nr Rest Amin im eiweibtreien Filter 


0 0 0 
0,024 0,005 ¢ 0,005, 
0.151 O.017 0.019 

‘ft 0 0 
0,067 0,019. 0.014 
0,226 0,033, 0.028 

0 0 0 
0.141 0,036 0,024 
0,200 0,038, 0.034 


labelle fiir das Verhaltnis von Rest-N zu Amino-N im eiweiG®freien Filtrat. 





Versuch Spaltungsgrad RestN Amino»N 
Nr lo im eiweiffreien Filtrat 


uppe! 
1 den 0 0.0 0,002. 
1.1 0.024 0,008, 
7.1 0.151 0,122, 
schh 
; O.O11 0 

nicht 5.6 0.078 0,014 
frei 0,237 ' 0.028 


1.4 O04 0 
0,181 0,024 
8.4 0,240 0,033, 


<ubi 
Il. 
ah S Das Ergebnis der ersten Mitteilung war die Feststellung, da es 


- zu Beginn der tryptischen Caseinspaltung zu einer geringen Ver- 
NHN a 


mehrung der Aminogruppen kommt, die von der Abspaltung nicht 
0,005, % allzu hoher Ketten herriihrt, und daB gleichzeitig die Molekiile bzw 
0,014 Aggregate cine weitgehende Zerteilung erfahren. Ein Nachweis der 


0.019 


desaggregierenden Wirkung des Trypsins unabhaingig von der hydro- 
lysierenden war auch mit Hilfe der kombinierten Pepsin-Trypsinspaltung 
elten moglich. Die Tabelle XIII zeigt einen Versuch, bei dem mit Hilfe 
tisclhe J% der Adsorption eine deutliche desaggregierende Wirkung des Trypsins 
1 auf unabhangig von jeder CON H-Lésung aufgefunden wurde. 
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Tabelle XIII. 
Dialyse. (Versuch 59.) 





Dialyse 


Wieder. 
Spaltungsgrad | Eingefiillte ahaine 
N-Menge NeMenge 


%/o mg mg 


52 89 
52,82 
Anfangswert. . a oe 2 54.99 


: - 53.42 0 
Pepsinspaltung. . . . . t es 41 
Spaltung Pepsin + auf- 52.51 0 

gekochtes Trypsin . . 52.75 0 
Seaiheaiil 39,63 18.5 
rypsinspaltung . ; 5, 37°99 20'9 


ns 33,86 30.5 
_— » ¢ . =) 10,90 oho 
rrypsinspaltung ... . . 48,72 38.56 299 


Zuwachs von Rest-N, Amino-N und Amino-N im eiweiB®freien Filtrat ir 
Milligrammen. 





Amino»N im 
eiweiBtreien Filtrat 


Rest«N Amino-N 
0 


Anfengewert...... 0 
0,008 


Pepsinspaltung. . . . 0,052 


Spaltang Pepsin + auf- 
gekochtes Trypsin . . 0,062 0,008 
Trypsinspaltung ... . 0,074 0 0,008 
eos 0,121 0,004 0,008 


Eine Caseinlésung wurde dabei mit Pepsin kurz aufgespalten. Die 
aufgespaltene Caseinlésung (Rest-N 4,9°,) zeigt keine Adsorption. Di 
Spaltungsfliissigkeit wurde mit Trypsin versetzt. Es erfolgte ein 
Weiterspaltung von 4,9 auf 8,3°,, ohne daB eine nachweisbare Amino 
vermehrung eintrat. Die auf 21 und 30%, angestiegene Adsorption 
beweist die erfolgte Molekiilzerteilung. 

Ein weiterer Versuch (Tabelle XIV) zeigt ebenfalls die mit dem 
Einsetzen der Trypsinwirkung stattfindende Molekiilzerkleinerung; e1 
1aBt aber doch noch eine hydrolysierende Wirkung des Trypsins er- 
kennen, da die Aminowerte sich vergréBert haben. 

Im Versuch 61 (Tabelle XV) wurde so verfahren, da8 nach einer 
peptischen Vorbehandlung (Spaltung 5,6 °,,) in zwei getrennten Portionen 
einmal mit Pepsin (Spaltung 8,8°,), in der zweiten Portion mit Trypsin 
weiter gespalten wurde (Spaltung 9,3°,). Obgleich die Spaltungsgrébe in 
beiden Proben praktisch gleich ist, ist die Adsorption bei der tryptischen 
Spaltung ungleich gréBer (44,9 bzw. 48,1°%, gegen 14,4 bzw. 6,6' 
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Tabelle XIV. 


Dialyse. (Versuch 57.) 





Dialyse 


' . Wieder ; 
Spaltungsgrad Eingefullte qlinn Verlust 


N- Menge N-«Menge 


O'5 mg mg 


, 7 50,97 
Anfanmewert. ..... * 50,40 52 50 


—— 53.69 
‘ on 53, 
epsinspaltung . . — . 53,69 54.38 


Spaltung Pepsin + auf- 58 
gekochtes Trypsin . . ! 48,30 res 


9977 
lrypsinspaltung . . . . 6 50,19 Hy 


[rypsinspaltung .. . . ; 50,19 yo 


Zvuwachs von Rest-N, Amino-N und Amino-N im eiweiBfreien Filtrat in 
Milligrammen. 





. . Amino-N im 
Rest-N Amino»N eiweiftreien Filtrat 


Anfangswert. ..... 0 0 0 
Pepsinspaltung. . . . . 0,073 0.011 0,0085 
Spaltung Pepsin + auf- 

gekochtes Trypsin . . 0,066 0.008 0.0085 
Irypsinspaltung .... 0,126 0,028 0.014 
0.196 0.042 0.0227 


” 


Tabelle XV. 
Dialyse. (Versuch 61.) 





Dialyse 


WwW . 
Spaltungsgrad Eingefillte en al 


e 
N-Menge A. Menge 
mg mg 


Verlust 
0 

51,27 

Anfangswert. ..... 54°08 


Ue : 46.84 
Pepsinspaltung. . . . . 8, Bl 14 


Pepsinspaltung + auf- = <8 
- : ~~ 45,17 
gekochtes Trypsin . . 43:32 


, 9 9% 29.74 
Irypsinspaltung .. . . 9. ; 98 11 


Biochemische Zeitschrift Band 200. 
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Zuwachs von Rest-N, Amino-N und Amino-N im eiweiBbfreien Filtrat 
Milligrammen. 





AminosN im 


Rest-N AminosN eiweiBfreien Filt 


Anfangswert. ..... 0 0 0 
I. Pepsinspaltung .. . 0,099 0.014 0,014 
I. 7 —— 0.17 0,030 0,031 
4 “ + auf- 
gekochtes Trypsin . . 0,104 0,022 0,016 
Trypsinspaltung . . . . 0,172 0,026 0,036 


Zusammenfassend laBt sich sagen, dab die bedeutende Teilchen 
zerkleinerung, die bei der tryptischen Verdauung schon in den aller 
ersten Stadien der Fermentwirkung nachzuweisen ist, bei der peptischen 
Spaltung des Caseins nicht statthat. Erst nach héhergradigen Spaltungen 
tritt auch bei der peptischen Caseinspaltung die die Molekiilzerteilung 


charakterisierende Adsorption an die Kollodiumhiilse auf. Hier kann 
demnach in den Anfangsstadien der Fermentwirkung Desaggregierung 
nicht nachgewiesen werden, oder die gebildeten Teile sind noch zu 
grob, um von der Hiilse absorbiert werden zu kénnen. 

Auch hier, wie bei der tryptischen Spaltung, konnte gezeigt werden 
daB die im Verlauf der ersten Stadien der Fermentwirkung auftretenden 
Aminogruppen zum allergréBten Teile von den Aminogruppen im nicht 
kolloidalen Teile (in der Rest-N-Fraktion) gedeckt sind. 


Experimenteller Teil. 
1. Adsorptionsverhdltnisse bei der peptischen Verdauung des Caseins 


400 ccm einer 2°,igen Caseinlésung wurden mit HCl auf py 1,58 bis 
2,00 gebracht, mit 4cem 1° ,iger Pepsinlésung (Pepsin Pharm. Brit 
versetzt. Sofort werden 80cem mit NaOH auf px 3,90 gebracht, aut- 
gekocht, filtriert, im Filtrat Gesamt-N und Rest-N bestimmt und zweima 
25cem zur Dialyse angesetzt. 24 Stunden dialysiert. Die tibrige Losung 
wird im Brutschrank gehalten, nach, bestimmten Zeiten (z. B. 5, 1", 
15 Minuten) Proben zu 80ccm abgenommen und wie die erste Portio 
behandelt. 


» 


Versuch 40. 1. Abnahme sofort. N mg n(ach) d(er) D(ialyse) a) 46,72 
b) 45,80; eingefiillt je 47,25. Verlust a) 0,53, b) 1,35. 2. Abnahme nac! 
4 Minuten. Spaltung 3,0°, (d.h. Rest-N in ®%) des Gesamt-N). N me! 
d. D. a) 45,43, b) 46,03; eingef. je 48,44. Verlust a) 3,01, b) 2,41. 3. Ab 
nahme nach 8 Minuten. Spaltung 3,3. — N mg n. d. D. a) 45,70, b) 44,75 
eingefiillt je 49,49. Verlust a) 3,79, b) 4,74. 4. Abnahme nach 20 Minute: 
Spaltung 6,2. — Nmg n. d. D. a) 43,66, b) 42,70; eingefiillt je 47,65 
Verlust a) 3,99, b) 4,95. 5. Abnahme nach 2 Stunden. Spaltung 23,2 
Nmg n. d. D. a) 37,26, b) 38,74; eingefiillt je 51.87. Verlust a) 14.6! 
(28,2), b) 13,13 (25,4 %). 

Versuch 41. (350 ccm 2°,ige Caseinlésung bei py 2,22 mit 8ecem cer 
Pepsinlésung versetzt.) 1. Abnahme sofort. (Rest-N 4,1%.) N mg n.d. D 
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a) 52,47, b) 53,23; eingefiillt je 57,89. Verlust a) 5,42, b) 4,66. 2. Abnahme 

+h 14% Stunden. Spaltung 24,4°%,. N mg n.d. D. 47,51: eingefiillt 56,42. 
Verlust 8,91 (15,8 °%). 3. Abnahme nach 3 Stunden. Spaltung 27.4°,. 
N mg n. d. D. a) 47,38, b) 45,42; eingefiillt 57,40. Verlust a) 10,11 (17.4°,), 
bh) 11,98 (20,9). 4) Abnahme nach 48 Stunden. Spaltung 42,4 °,. 
N mg n.d. D. a) 48,04, b) 50,38; eingefiillt je 59,50. Verlust 11,46 (19,3 °,). 


h) 9,12 (15,3 %). 


Versuch 42. Anordnung w. 0. 1. Abnahme sofort. (Rest-N 2,5°,,.) 
N mg n. d. D. a) 53,61, b) 58,23; eingefiillt je 57,40. Verlust 3,79. 2. Ab- 
nahme nach 8 Minuten (Spaltung 3,7°,). N mg n. d. D. a) 52,18, p) 51,75; 
eingefiillt je 55,23. Verlust a) 3,14 (5.5%), b) 3,48 (6,3 °,). 3. Abnahme 
nach 20 Minuten. Spaltung 5,3°,. N mg n.d. D. a) 53,11, b) 53,78; ein- 
gefilllt je 56,42. Verlust a) 3,31 (5,9%), b) 3,04 (5,4°%,). 4. Abnahme 
nach 2 Stunden. Spaltung 19,5°,. N mg n. d. D. a) 46,15, b) 44,22; ein- 
gefiillt je 56,70. Verlust a) 10,55 (18,6 °,), b) 12,48 (22,0 °,). 5. Abnahme 
nach 24 Stunden. Spaltung 43,2°,. Nmgn. d. D. a) 36,25, b) 25,28; 
eingefiillt je 56,00. Verlust a) 19,74 (39.6°,), b) 30,72 (53,1 °,). 


Versuch 43. Anordnung w. o. 1. Abnahme sofort (Rest-N 2,3°,). 
N mg n. d. D. a) 53,13, b) 55,40; eingefiillt je 55,30. Verlust a) 2,17, b) 0. 
2. Abnahme nach 20 Minuten. Spaltung 5,6°,. N mg n. d. D. a) 53,7, 
) 53,09; eingefiillt je 54,95. Verlust a) 1,18 (2,2), b) 1,86 (3,4°,). 
Abnahme nach 4 Stunden. Spaltung 22,1°,. N mg n. d. D. a) 51,70, 
51,14; eingefiillt je 57,82. Verlust a) 6,12 (10,6°,), b) 6,68 (11,6°,). 
Abnahme nach 24 Stunden. Spaltung 29,0°,. N mg n. d. D. a) 41,63, 
b) 38,66; eingefiillt je 57,40. Verlust a) 41,63, b) 38,66; eingefiillt je 57,40. 
Verlust a) 15,77 (27,5), b) 18,74 (32,6 °,). Ferner werden 100 cem 
2°. iger Caseinlésung mit HCl bis zur Lésung der eingetretenen Fallung 
versetzt, die Reaktion mit NaOH abgestumpft, aufgekocht, waihrend des 
\ufkochens mit | cem aufgekochtem Ferment versetzt. Rest-N 2°. N mg 
1. D. a) 51,48, b) 52,02; eingefiillt je 53,76. Verlust a) 2,28 (4,2°,), 
b) 1,74 (3,2 °,). 


Versuch 44. Anordnung w. o. (350cem 2° ,iger Caseinlésung mit 
20 cem Ferment versetzt.) 1. Abnahme sofort. Rest-N 7,9°,. N mg d. n. 
D. a) 35,88, b) 35,87; eingefiillt je 44,66. Verlust je 8,78 (19,7 °,). 2. Ab- 
nahme nach 1, Stunde. Spaltung 20,7°,. N mg n.d. D. a) 33,80, b) 30,80; 
eingefiillt je 46,55. Verlust a) 12,74 (27,4°%,), b) 15,75 (33.8 °,). 3. Ab- 
nahme nach 3 Stunden. Spaltung 21,2°,. N mg n.d. D. a) 22,23, b) 33,78; 
eingefiillt je 45,99. Verlust a) 16,76 (36,5), b) 14,20 (30,9°,). 4. Ab- 
nahme nach 24 Stunden. Spaltung 44,4°,. N mg n.d. D. a) 25,87, b) 23,95; 
eingefiillt je 36,75. Verlust a) 10,88 (29,6), b) 12,80 (34,8). 


2. Verhdlinisse des NH,-N und des NH,-N im Rest-N bei der peptischen 


Spaltung. 


Versuch 45. Anordnung w.o. Rest-N und Amino-N in ©, des Gesamt-N. 
1. Abnahme sofort. Rest-N 2,1, Amino-N 4,6. 2. Abnahme nach 
8 Minuten. Rest-N 2,9, Amino-N 5,0. 3. Abnahme nach 20 Minuten. 
Rest-N 5,2, Amino-N 5,0. 4. Abnahme nach 2 Stunden. Rest-N 17,7, 
Amino-N 7,2. — Zuwachs des Amino-N in mg pro cem vgl. Tabelle X, 
8S. 157. Werte fiir Rest-N und Amino-N im Rest-N vgl. Tabelle XT, S. 158). 


| 
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Versuch 46. Anordnung w. o. Abnahme sofort, nach 8 und 20 Minu: > 
und 2 Stunden. Rest-N in % des Gesamt-N 1. 1,9, 2. 3,4, 3. 5,0, 4. 15.3. 
Amino-N in %, des Gesamt-N 1. 4,9, 2. 5,2, 3. 5,9, 4. 7,2. Zuwachs 
Amino-N (mg/eem) vgl. Tabelle X. Werte fiir Rest-N und Amino-N im 
Rest-N vgl. Tabelle XI. 


Versuch 47. Anordnung w. o. Abnahme sofort und nach 20 Minuten. 
2 und 3 Stunden. Rest-N in % des Gesamt-N 1. 4,9, 2. 7,1, 3. 17,4, 4. 27.1 
Amino-N in %, des Gesamt-N 1. 4,9, 2. 5,7, 3. 7,1, 4. 7,3. Zunahme 
Amino-N (mg/cem): vgl. Tabelle X. 


Versuch 48. Anordnung w. 0. Werte fiir Rest-N und Amino-N im 
Rest-N in mg/cem vgl. Tabelle XI. 


Versuch 49. Anordnung w. o. Werte fiir Rest-N und Amino-N 
Rest-N in mg/ccm vgl. Tabelle XI. 


Versuch 52. Anordnung w. 0. Abnahme sofort (Rest-N 4,4°%). N mg 
n. d. D. a) 39,22, b) 41,10; eingefiillt je 43,19. Verlust a) 3,96, b) 2,19. 
2. Abnahme nach 8 Minuten (Spaltung 6,5°%). N mg n. d. D. a) 39.54, 
b) 39,86; eingefiillt je 42,35. Verlust a) 2,81 (6,6%), b) 3,48 (8,2°,). 
3. Abnahme nach 20 Minuten. N mg n. d. D. a) 38,51, b) 39,46; eingefiill: 
je 43,96. Verlust a) 5,44 (12,4%), b) 4,50 (10,294). Rest-N- und Amino-N 
Werte vgl. Tabellen IX bis XT. 


3. Versuche zum Vergleich der Verhdltnisse bei der peptischen und der 
tryptischen Spaltung. 


Versuch 54. A. 350ccem 2°%iger Caseinlésung wurden bei px 2 mit 
Pepsin verdaut, sofort, nach 8 und 20 Minuten Abnahmen gemacht. 1. Ab 
nahme sofort (2,5°%, Rest-N). N in mg n.d. D. a) 53,15, b) 51,55; eingefiillt 
je 50,61. Kein Verlust. —- 2. Abnahme nach 8 Minuten. 5,6°, Spaltung 
N in mg n. d. D. a) 48,50, b) 45,93. Verlust in b) 2,23 (4,6°,). — 3. Ab 
nahme nach 20 Minuten. N in mg n. d. D. a) 52,65, b) 49,83. Verlust 
b) 2,74 (5,2 %). 


B. 350 cem derselben Czseinlésung wurden bei py 8 mit erepsin 
freiem Trypsin verdaut, sofort, nach 10 und 20 Minuten die Spaltung 
unterbrochen und wie gewéhnlich zur Dialyse angesetzt. 1. Abnahm 
sofort (Rest-N 3.3%). N in mg n. d. D. a) 51,05, b) 52,50; eingefiillt 
55,44. Verlust a) 4,38 (7,9 %), b) 2,94 (5,3 %). — 2. Abnahme nach 10 Minuten 
(Spaltung 8,2°). N in mg n. d. D. a) 51,28, b) 40,46; eingefiillt je 60,06. 
Verlust a) 8,78 (14,5 %), b) 19,50 (32,5 °,). — 3. Abnahme nach 20 Minuten 
a) 35,59, b) 32,85; eingefiillt je 54,81. Verlust a) 19,21 (35,0°,), b) 11.96 
(21,8 %). 


Versuch 57. 500 ccm 2°,ige Caseinlésung wurden mit n HCl auf py 2 
gebracht. — I. 100 ccm dieser Caseinlésung mit NaOH auf px etwa 4.5 
gebracht, aufgekocht, waihrend des Kochens mit 0,5cem aufgekoclite: 
1 %iger Pepsinlésung versetzt. N-Werte (mg) nach der Dialyse a) 50.7, 
b) 52,50; eingefiillt je 50,40. Kein Verlust. — II. Von der iibrigen Lésung 
(400 cem) werden 100ccm 20 Minuten lang mit 2,0cem Pepsinlésung 
gespalten (Spaltung 4,6°,). N-Werte (mg) n. d. D. a) 53,69, b) 54,37; 
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gefiillt je 53,69. Kein Verlust. — III. Die weiteren 300 ccm werden 
nit NaOH gegen Phenolphthalein sechwach alkalisch gemacht und 1. 100 cem 

t H,SO, angesiuert (Methylrot), aufgekocht, wihrend des Kochens mit 
0,5cem abgetétetem Trypsin versetzt (Rest-N 4,8°). N-Werte (mg) 
n.d. D. a) 45,68, b) 44,62; eingefiillt 48,30. Verlust a) 2,62 (5,4), b) 3,67 
7,6%); 2. die iibrigen 200cem mit leem Trypsin 3 und 8 Minuten gespalten. 
Abnahme nach 3 Minuten (7,6 ° Spaltung). N-Werte (mg) n. d. D. a) 42,77, 
b) 36,36; eingefiillt 50,19. Verlust a) 7,42 (14,8°,), b) 13,83 (27,2). Ab- 
nahme nach 8 Minuten (11,1° Spaltung). N-Werte (mg) n. d. D. a) 34,12, 
b) 38,45; eingefiillt je 50,19. Verlust a) 16,06 (31,5%), b) 11,73 (23,0). 


Versuche 59 und 61 wie Versuch 58 angestellt. Vgl. Tabellen XIII bis XV. 
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Bestimmung der Chloride im Harn und im Blut mit Hilfe der 
Leitfahigkeitstitration. 


Von 
L. Buday. 
(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 
(Eingegangen am 29. Juni 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Van Suchtelen und Itano erwahnen kurz in ihrer Abhandlung iiber 
die Anwendung der Leitfahigkeitstitration in der analytischen Chemie 
daB ihnen die Bestimmung der Chloride mit Hilfe der Leitfahigkeits. 
titration auch im Harn gelungen ist, und daB die so erhaltenen Werte 
mit denen nach anderen Methoden gewonnenen vollkommen identisch 


waren. Naheres geben sie aber nicht an, so dab eine genauere Aus. 
arbeitung der Methode mir lohnend erschien. 


Methodisches. 


Die Methodik der Leitfaihigkeitstitration ist in Kolthoffs Buch 
zu,finden'. Die Messung Jer Leitfahigkeit, richtiger die Feststellung 
ihrer Anderung, wurde auch bei meinen Untersuchungen nach der 
bekannten Anordnung von Kohlrausch mit kalibriertem MeBdraht und 
mit Telephon ausgefiihrt. Das TitriergefaB hatte die von Dutoit an. 
gegebene Form. Seine Kapazitat betrug 0,34. Diese Zahl braucht 
man iibrigens bei den Bestimmungen nicht zu kennen. Die Messung 
der Temperatur ist iiberfliissig. Das Wichtigste ist, daB man ein gutes 
Tonminimum bekommt, um die Zehntelmillimeter gut schatzen zu 
kénnen. 

Zur Untersuchung wurde 1 ccm Harn, Serum usw. verwendet 
(10 cem aus der zehnfachen Verdiinnung, um das Volumen genauer 
abmessen zu kénnen). Dies muBte noch auf das etwa 45fache verdiinnt 
werden, damit die Elektroden eintauchten. Als Titrierfliissigkeit be- 
nutzte ich n/10 AgNO,-Lésung in einer Mikrobiirette von 2 ccm. 


1 Kolthojf, Konduktometri:che Titrationen, 1923. 
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Die den auf der Briicke abgelesenen Werten (a) entsprechenden 
Zahlen (s. die Abbildungen) wurden als Ordinaten, die zugefiigten Kubik- 
ventimeter Reagens als Abszissen aufgetragen. Das Resultat ist einfach- 
heitshalber in der Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter n/10 Ag N O,- 
Losung (und nicht in Milligrammprozent Cl) ausgedriickt. 

Bei der Titration des Harns, Serums und Blutplasmas erhalten 
wir die fiir die Leitfahigkeitstitration von Chloriden charakteristische 
Kurve (Abb. 1). Diese besteht aus zwei Geraden, die sich im Neutrali- 
sationspunkte schneiden. Die erste zeigt eine leichte Senkung, die 
zgweite aber eine starke Steigung. Aus diesem Grunde ist es zweck- 
maBig, nach dem Neutralisationspunkte die hinzuzufiigenden Portionen 
AgNO, auf die Halfte zu reduzieren (z. B. von 0,2 cem auf 0,1 ccm). 
Bei der Titration des haimolysierten Vollblutes bekommen wir eine 
Kurve von anderer Gestalt (Abb. 3 und 4), die spater besprochen wird. 
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Abb. 1. 
l ccm normaler Menschenhurn mit 7 Tropfen einer 1°/,igen HNO, angesauert 


Die genaue Ablesung der Millimeterwerte, das Aufzeichnen der 
Kurve ist etwas umstandlich. Man kann aber die Methode wesentlich 
bequemer auf folgende Weise machen: Zuerst macht man eine schnelle 
Orientierungstitration. Man fiigt z.B. immer 0.2 cem der Titrier- 
fliissigkeit zu und stellt fest, wo ungefahr der Neutralisationspunkt 
liegt. Dann nehmen wir‘eine neue Probe und titrieren diese in der Nahe 
des Neutralisationspunktes. Z. B. haben wir bei der ersten Titration 
den Umschlagspunkt zwischen 1,2 und 1,4 ccm gefunden. Dann fiigen 
wir zum zweitenmal sofort 1,2 cem Titrierfliissigkeit zu der Lisung, 
schiitteln sie gut durch, geben die Titrierfliissigkeit dann tropfenweise 
za, und nach jedem Tropfen und Umschiitteln beobachten wir am 
Telephon. Meist sieht die Sache so aus, als ob die Stelle des Ton- 
minimums sich bis zu dem Neutralisationspunkt nicht anderte, und 
erst nach der Erreichung des Neutralisationspunktes bewegt sie sich 
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in der entsprechenden Richtung. Es erleichtert die Schatzung, w: 

wir die Wirkung des nachsten Tropfens auch beriicksichtigen. Man 
hat also etwas iibertitriert und mu® daher aus dem an der Biirette 
abgelesenen Wert den letzten Tropfen (oder einen Bruchteil davon 
abziehen. Ist die TropfengréBe 0,03 cem und die verbrauchte Fliissiy 
keitsmenge 1 ccm, so pflegt der Fehler 1 bis 2°,, nicht zu tiberschreiten 
was besonders fiir klinische Zwecke belanglos erscheint. Natiirlich ist 
solch eine Vereinfachung nur dort am Platze, wo die zwei Geraden sich 
in einem scharfen Knick schneiden. Das ist der Fall im mit verdiinnte 
Salpetersiiure angesiuerten Harn und im Serum. Schon bei der Be 
stimmung im Plasma stéBt dieses vereinfachte Verfahren auf gewisse 
Schwierigkeiten. Dort ist nimlich die Kurve in der Nahe des Neutrali 
sationspunktes oft abgerundet, wenigstens wenn die Fliissigkeit nicht 
geniigend angesiuert ist. Die Titrationsergebnisse im Harn wurden 
meist graphisch festgestellt, diejenige im eiweiBhaltigen Harn und im 
Serum vorwiegend nach der letztgenannten vereinfachten Methoce 


Bestimmung im Harn. 


Die nach der Leitfihigkeitstitration gewonnenen Chloridwerte 
zeigen eine gute Ubereinstimmung. Z. B. aus acht Messungen erga) 


sich die auf 1 cem Harn verbrauchte n/10 AgNO,-Menge mit der An 
gabe des durchschnittlichen Fehlers als 3,33 — 0,014 ccm. Das Ver 
fahren empfiehlt sich auch als eine Mikromethode. 


Versuch 1. 


Das Resultat bei Verwendung von 1 cem Harn 2,58cem n/10 AgNO 
oa” ee - 2.59 ,, n/10 AgNO 
ne » @G25., se 2,58 ,, n/l0 AgNO 


Allerdings sollte man bei den groBen Verdiinnungen ein GefaB mit 
einer entsprechend kleineren Kapazitat wahlen. 

Die zuerst ohne Ansaiuerung mit Salpetersiure gewonnenen Werte 
waren gréBer als diejenigen nach der Methode von Volhard. Wahvr- 
scheinlich stéren hier dieselben Substanzen, welche die Mohrsche 
Titration im Harn auch ungenau machen. Bei der schwach sauren 
Reaktion des Harns wird das Silber nicht nur von den Cl-Ionen, sondern 
auch von anderen Substanzen gebunden, wahrscheinlich in erster Linie 
von den Purinkérpern. Eine sehr starke Anséuerung, wie z. B. bei 
der Volhardschen Titration, ist bei der Leitfahigkeitstitration aus 
mehreren Griinden unvorteilhaft. Die groBe Leitfahigkeit gibt ein 
schlechtes Tonminimum, und ihre relative Anderung wird auch zu klein 
Darum habe ich die Wirkung einer schwachen Ansauerung mit | ' 
Salpetersiure gepriift. Die so erhaltenen Werte waren mit denen nach 
Volhard gewonnenen vollkommen identisch: 
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Versuch 2. 


Konduktometrisch ohne Ansféuerung 2,56, 2,59cem n/10 AgNO, 
- mit in 2,44, 2.46 ,, n/10 AgNO, 
Bestimmung nach Volhard . . . . . 2,43, 2,46 ,, n/10 AgNO, 


Weiterhin habe ich den EinfluB des pg auf das Resultat studiert. 
Die Ansiuerung geschah mit 1°, HNO,, die Alkalisierung durch 
n LO NaOH. Die Resultate der Titration bei verschiedenen pg-Werten 
sind in’den Versuchen 3 und 4 angegeben. 


Versuch 3. 
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Versuch 4. 
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Aus den angegebenen Zahlen kann man ersehen, dab, um richtige 
Werte zu erhalten, die Ansiuerung nicht stark zu sein braucht. Bei 
unserer Anordnung geniigten dazu meist 5 bis 10 Tropfen einer 1 °,,igen 
Salpetersiure. Die Reaktion der Flissigkeit war dann meist pg = 4 bis 5. 

Im eiweiShaltigen Harn haben wir etwas starkeres Ansiuern ver- 
wendet (15 bis 20 Tropfen einer 1 °/,igen H N O,). Hier, wie bei den tibrigen 
eiweiBhaltigen Fliissigkeiten wurde zum Vergleich die Modifikation 
der Volhardschen Methode nach v. Kordnyi gebraucht. (Feuchte Ver- 
aschung der EiweiBkérper mit HNO, und KMnO,.) Im eiweiShaltigen 
Harn stimmen die beiden Methoden ziemlich gut iiberein, doch scheinen 
die mit der Leitfahigkeitstitration erhaltenen Werte um 1 bis 2°, 
selten um 3°, héher zu sein. 
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Versuch 5. 
Harn mit 1°, EiweiB (Schrumpfniere). 
Leitfahigkeitstitration . . 0,76, 0,76cem n/10 AgNO, 
Kordnyt . ..... . . 0,75, 0,75 ,, n/10 AgNO, 


Differenz: 1,3°,. 


Versuch 6. 


2°49 EiweiB (Diabetes, Myodeg. Stauung). 


Leitfahigkeitstitration . . 0,73, 0,72cem n/10 AgNO, 
Rordngi.. . «+ «s+ « « G33, G43 . n/ AGNO, 


Differenz: 0°. 


Versuch 7. 

71/49 on EiweiB (Luetische Nephrose). 
Leitfahigkeitstitration . . 0,77, 0,77cem n/10 AgNO, 
Kerdugt ...... . « O76, 0,75 ,, n/l® AgNO, 


Blutiger Harn stand nicht zur Verfiigung. Man kann sich vor- 
stellen, daB die Titration in stark blutigem Harn aus dem spiter 
zu erwihnendem Grunde ungenau ist. 


Bestimmung im Serum. 


Die Anwendung der Methode auf stark eiweibhaltige Fliissig- 
keiten, wie das Blutserum oder Blutplasma, scheint auf den ersten 
Blick etwas bedenklich zu sein. Doch haben die Bestimmungen 
nach der einfachen Ansiuerung ohne vorherige Entfernung oder Zer 
stérung der Eiweiikérper auch hier gute Werte geliefert. Wenn man 
diese Fliissigkeiten geniigend stark ansaiuert, zeigt das EiweifB eine 
positive Ladung und bindet in diesem Zustande keine Kationen. Es 
kénnte eher vorkommen, da das Eiweif in solchem Zustande Cl-lonen 
festhilt. Aber Hitchcock konnte aus potentiometrischen Messungen 
schlieBen, da die Proteinchloridverbindungen vollstandig  disso- 
ziiert sind. 

Zur Beurteilung des pq beobachtet man den Zustand der Eiweil 
kérper. Das verdiinnte Serum oder Plasma gibt eine leicht opalisierende 
Lésung. Nach den ersten Tropfen der 1 °,,igen HNO, verstarkt sich 
sogar diese Triibung (in der Nahe des isoelektrischen Punktes), nachher 
wird aber die Fliissigkeit wieder wasserklar Dazu waren bei uns beim 
Serum 6 bis 12 Tropfen der 1°%,igen HNO, nétig. Meist war dann 
das py der Lésung etwa 4. Allerdings schadet eine starkere Ansauerung 
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nicht; sie ist eher vorteilhaft. Die in einem solchen Medium ermittelten 
Werte stimmten mit denen nach der v. Kordnyischen Methode gut 
iiberein. Allerdings sahen wir auch hier Unterschiede von 1 bis 2°, 


wieder in dem Sinne, daB unsere Werte die gréBeren waren. 


Versuch &. 
Auf leem Pferdeserum verbrauchten Kubikzentimeter n/10 AgNO,: 
Leitfahigkeitstitration: ohne Ans&uerung ..... . . 102 cem 
nach 5 Tropfen 1° ,iger HNO, . . 0,99 
10 as 1° iger HNO, . . 0,98 
SO ea 
0,98 
Versuch 9. 
Menschenserum. 
Leitfahigkeitstitration . . 0,93, 0,94cem n/10 AgNO, 
v. Kordnyi ...... . 0,93, 0,94 ,, n/10 AgNO, 


Das Verfahren wiirde sich besonders als Mikromethode verwenden 
lassen. 

Bestimmung im Blutplasma. 

Bekanntlich liefern die verschiedenen Verfahren in der Bestimmung 
ler Serumchloride denselben Wert. Im Plasma und im Vollblute ist 
die Kordnyische Methode die bequemste und zuverlassigste; sie gibt 
die Menge der gesamten Chloride, also den gréBten Wert. Die mit 
der EnteiweiBung arbeitenden Bestimmungen sind alle mit einem 
kleineren oder gréBeren Fehler behaftet sind liefern zu kleine Resultate, 
da der EiweiBniederschlag Chloride mit sich reiBt. Die Frage der Plasma- 
und Blutchloridbestimmung wurde mit dem Problem des Zustandes 
vom Clim Blute verkniipft. Ronas Versuche mit der Kompensations- 
dialyse lieferten zuerst AufschluB iiber den Zustand des im Blute vor- 
handenen Cl. Er fand, daB alles Cl im Serum in frei diffusibler Form 
vorhanden ist. Was das Cl im Plasma anbetrifft, glaubten Falta und 
Richter-Quittner, den groBen Unterschied zwischen den Werten der 
mit EnteiweiBung arbeitenden Methoden und zwischen der Methode 
von Kordényi so zu erkliren, dab die Kordnyische Methode die Menge 
des ,,Gesamtchlors** ergibt (gebundenes und freies Cl), hingegen die 
underen Verfahren den diffusiblen, also nicht gebundenen Anteil. 
Rusznyadk konnte aber zeigen, dab im Plasma alles Cl ultrafiltrabel ist, 
und allein durch die Kordnyische Bestimmung man die richtigen Werte 
erhalt. Seiner Ansicht schloB sich spater auch Falta an. Die mit der 
Leitfahigkeitstitration im Oxalat- und Citratplasma erhaltenen Werte 
sind mit den Ergebnissen nach der Kordnyischen Methode identisch, 
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und da die Leitfahigkeitstitration auf lonenreaktionen beruht, spreche 
unsere Befunde auch dafiir, daB alles Cl im Blute in ionisierter oce; 
wenigstens leicht dissoziabler Form vorhanden ist. Allerdings ist ie 
Leitfahigkeitstitration der Plasmachloride nicht so einfach, wie cir 
Bestimmung im Serum. Hier mu man starker anséuern als im Serun 
(wenigstens mit 1 cem 1 °,iger HNO,). Dabei bekommt man oft keine: 
scharfen Knick in der Nahe des Neutralisationspunktes, sondern dieser 
Teil der Kurve wird abgerundet (Abb. 2). Auch stellt sich die Leit 
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Abb. 2. 


l ccm Menschenplasma (Vitium cordis) mit 30 Tropfen einer 1°/) igen HNO, angesauert. 


fahigkeit besonders in der Nahe des Aquivalenzpunktes etwas langsamer 
auf den definitiven Wert ein. Dadurch wird die oben erwahnte ver 
einfachte Form der Methode ungenau. Die graphische Aufzeichnung 
liefert gute Werte, da hier die Mitte der Kurve nicht beriicksichtigt 
sein mu. 
Versuch 10. 
Menschenplasma (Endocarditis). 
Leitfahigkeitstitration . . 0,98, 0,99cem n/10 AgNO, 
v. Kordnyi ..... . . 0,98, 0,98 ,, n/l10 AgNO, 


Versuch 11. 
Menschenplasma (Vitium cordis). 
Leitfahigkeitstitration . . 0,76, 0,78cem n/10 AgNO, 


7 
v. Kordnyi . .... . . 0,77, 0,77 ,, n/l0 AgNO, 


Manchmal scheinen unsere Werte auch hier um | bis 2°, hodher 
zu sein. 
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Bestimmung im Vollblut. 


Zu diesem Zwecke wurde Oxalat- und Citratblut gebraucht. Das Blut 
wurde durch die gewéhnliche Verdiinnung hamolysiert und mit 1% 
HNO, angeséuert. Dadurch entsteht zuerst auch hier eine Triibung, dann 
wird die Lésung durchsichtig, spaiter bréunlich und wieder undurchsichtig. 
Im letzten Punkte war das pq des Mediums etwa 3,3. Hier bekommt man 
beim Titrieren eine ganz ungewohnliche Kurvenform (vgl. Abb. 3 und 4). 





1000-a | 
a 


/ | 





| 
1,28} 


G25 G50 7 400 G25 G50 ,75 
com Ag NO; com} Ag NO, 
Abb. 3. Abb. 4. 


1 com Citratblut (Mensch) mit #0 Tropfen lcem Citratblut mit 40 Tropfen 
einer 1°/oigen HNO, angesauert. einer 1°/, igen HN Og angesauert- 














Von den ersten 2 bis 3 Tropfen cer n/10 AgNO,-Lésung konnte ich eine 
verhaltnisméGig starke Erhéhung der Leitfahigkeit beobachten. (Allerdings 
ist es nicht immer so ausgeprigt, wie in dem Falle Abb. 4.) Nach einem 
Anstieg fallt die Kurve wieder (Abb. 3) oder bleibt konstant (Abb. 4), 
bis wieder ein steiler Anstieg erfolgt. Die Kurvenform ist vom py abhangig. 
Die Resultate sind zu groB im Vergleich mit den Werten nach der Be- 
stimmung von Kordnyi und auch untereinander nicht iibereinstimmend. 


Versuch 12. 


Vollblut (Vitium cordis). 
Leitfahigkeitstitration mit 20 Tropfen 1 °,iger HNO, 0,70 cem n/10 AgNO, 
2 40 = 1 °Siger HNO, 0,60 ,, n/10 AgNO, 
Nach v. Koranyi . eat «ORB ws 
0.53 ,, 

Dieser am Beginn der Titration beobachtete Anstieg der Leitfahigkeit 
ist in dem hamolysierten Blute auch nach scharfer Abzentrifugierung der 
Zellelemente nachzuweisen. 

Dieselbe Menge von Ag N O,-Lésung verursacht desto gréBeren Anstieg 
der Leitfahigkeit, je saurer die Lésung ist. 
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Versuch 13 (Aorteninsuffienz). 





Der absolute Anstieg der spez. Leitfahigkeit 
in rez. Ohmen nach Zutiigung von 0,1 com 
n/10 AgNO, 


0,000 004 
0,000 014 
0,000 047 


Versuch 14. 
0,000 026 
0.009 040 
0,000 058 


Der Zusammenhang mit dem urspriinglichen py und der ungewoéhnlic! 
steile Anstieg der Kurve laBt auf eine Vermehrung der stark bewegliche: 
H-Ionen schlieBen. Tatsachlich konnte man nach der Zufiigung von 0,1 cen 
Ag N O,-Lésung eine Anderung des py nachweisen : 





Py nach Zufiigen 
Py der Lésung von 0,1 com 
n/10 AgNO, 


Versuch 15. .... R 8,24 
aa — 3: 3,26 
Set ae 3.31 8.20 


” 


Die Proportionalitat zwischen der Anderung der Leitfahigkeit und ce: 
Anderung des py erlaubt, die zwei Vorgange miteinander in Zusammenhang 
zu bringen. 

Versuch 18. 





Anstieg ; 
der Leitfabickeit Anstieg der H-lonen 


0; 0 
u u 
26 
17 
12 
Auf welchem Wege die Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentrat ior 
erfolgt, muB8 durch weitere Untersuchungen erklart werden. 


Zusammenfassung. 


1. Im Harn, Serum und Blutplasma 1aBt sich der Cl-Gehalt mit 
Hilfe der Leitfihigkeitstitration nach Ansaiuerung mit verdiinnter 
Salpetersiure bequem bestimmen. 


2. Im Plasma sind die Werte mit denen nach der Methode von 
Kordnyi identisch; dieser Umstand spricht auch dafiir, daB alles (| 
im Plasma in ionisierter oder wenigstens leicht dissoziabler Form vor 
handen ist. 
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3. Im hamolysierten und angesauerten Vollblute wurde zunachst 
bei der Zufiigung der AgNO,-Lésung ein Anstieg der Leitfahigkeit 
beobachtet. Dies scheint mit einer gleichzeitigen Anderung des pa im 
Zusammenhang zu stehen. 

4. Fiir klinische Zwecke wird fiir die Bestimmungen im Harn 
und Serum eine vereinfachte Form der Ausfiihrung empfohlen. 


Herrn Professor Rona danke ich herzlichst fiir seine mannigfaltige 


Unterstiitzung. 
Die Arbeit wurde durch ein Stipendium des ungarischen Kultus- 
ministeriums erméglicht, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen besten 


Dank ausspreche. 
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Untersuchungen iiber den Stoffwechsel von Siugetiergeweben 
in verschiedenartigen Medien. 


I. Mitteilung: 


Atmung von Rattenherz-Explantaten, die in Plasma normal und vitaminarm 
ernihrter Tiere geziichtet wurden’. 


Von 
Kaethe Bornstein. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zellforschung des Universitiits 
Instituts fiir Krebsforschung an der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Juli 1928.) 


Alle Lebensvorgiinge der Zelle und der Gewebe sind mehr oder 
weniger von der Beschaffenheit des sie umgebenden Mediums abhangig 
Man hat daher beim Studium von Wachstum, Teilung und Stoffwechsel 
der Zellen vielfach und mit Erfolg durch Veranderung der Zusammen 
setzung der Umgebung das Zelleben zu beeinflussen gesucht. 


Ich erinnere hier nur an die klassischen Experimente von Jacques Loe! 
iiber die kiinstliche Parthenogenese des Seeigel-Eies. Nun ist es zwar leicht 
die Beschaffenheit des Meereswassers durch Zusétze zu variieren, aber bx 
der Untersuchung von Geweben héher differenzierter Organismen ergebe: 
sich meist gréBere Schwierigkeiten. Indes haben wir in der Gewels 
ziichtung eine besonders geeignete Methode zur Erforschung der Lebens 
vorgiange isolierter Gewebe. 

Studien tiber den Stoffwechsel geziichteter Gewebe sind bereits 
von einer Reihe von Autoren gemacht worden. Peyton Rous fand 1913, 
daB das in der Umgebung von Explantaten von Hiihnerembryona! 
gewebe und Rous-Sarkom befindliche Medium durch die _ betrachtlich 


1 Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft cer 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der ich auch an dieser Stelle meinen 
herzlichen Dank sage. 
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Anhaufung von Abbauprodukten der Explantate rasch sauer wird (Zusatz 
yon Lackmus als Indikator). Krontowski beobachtete 1926/27 den Ablauf 
der Stoffwechselvorgaénge von Explantaten, indem er dem Kulturmedium 
Kohlehydrate (Glucose, Maltose, Mannit) zusetzte, ,,die durch den Ein- 
flu} der Lebenstatigkeit der Explantate unter Bildung saurer Produkte 
zerlegt werden“ und das pq nach 48stiindiger Wachstumsdauer bestimmte. 
Ferner untersuchte er den Verbrauch der Explantate an reduzierenden 
Substanzen wahrend mehrtagiger Ziichtung durch deren Bestimmung 
m Medium nach Hagedorn-Jensen. Seine Forschungen ergaben, daB 
der Verbrauch von reduzierenden Substanzen bei verschiedenen Geweben 
verschieden groB ist. Je besser ein Gewebe wiichst, um so mehr wird 
verbraucht und um so saurer wird das Medium. Zusatz von Insulin 
zum Medium ergab bei Milzexplantaten starkeres Wachstum und inten- 
siveren Stoffwechsel (gréBeren Zuckerverbrauch und Verschiebung des 
»% nach der sauren Seite). Wind untersuchte 1926 den Stoffwechsel 
von Explantaten von MRous-Sarkom und Fibroblasten mikrochemisch 
und manometrisch nach der von O. Warburg angegebenen Methode. Er 
fand, daB die Bicarbonat- und Glucosekonzentration des Kulturmediums 
in der Umgebung der Explantate nach 48stiindiger Ziichtung in Carrel- 
Schalen stark herabgesetzt ist; daB ferner die Milchséurebildung unter 
aeroben Bedingungen geringer ist als die von in Serum bewegten Tumor- 
schnitten (stiindlich im Mittel etwa 3°, des Trockengewichts bei Explan- 
taten gegeniiber 8%, bei Schnitten), und daB endlich die Garung von Ex- 
plantaten bei streng anaerober Ziichtung bedeutend starker abnimmt als 
die von Tumorschnitten die, wie Okamoto festgestellt hat, in Serum unter 
anaeroben Bedingungen nur eine geringe Herabsetzung des Stoffwechsels 
erkennen lassen. Danun, wie Warburg, Posener und Negelein gezeigt haben, die 
Glykolyse von Tumorschnitten mit abnehmenden Bicarbonat- und Glucose- 
konzentrationen der Medien sinkt, so nimmt Wind als Erklarung fiir das 
abweichende Verhalten der Glykolyse von Explantaten gegeniiber der 
von Schnitten an, daB die Kulturen infolge der schlechten Diffusions- 
bedingungen durch Verarmung des Mediums an Bicarbonat und Glucose 
verhaltnisméBig friih unter Bedingungen kommen, die die Glykolyse 
hmmen. Erdmann und Schmerl, 1926, sowie Bornstein und Klee, 1926, 
unttersuchten die Atmung von Froschhaut und deren Explantaten nach 
der Warburgschen Absorptionsmethode in Ringerlésung. Sie stellten fest, 
daB die Atmung von 2 Tage geziichteten Explantaten ungefihr doppelt 
so groB ist als die der ungeziichteten, frisch entnommenen Hautstiickchen, 
und daB die Atmung der Haut von jungen Tieren und Froschlarven gréBer 
ist als die von ausgewachsenen Fréschen. Von Warburg und Kubowitz 
wurde 1927 der Stoffwechsel von Fibroblastenkulturen und Epithel- 
xplantaten manometrisch gemessen und gefunden, da8S Atmung und 
Garung am gréBten in frisch angelegten Fibroblastenkulturen sind, spater 
ibnehmen und nach drei bis vier Passagen konstant werden; da®B ferner 
ler Stoffwechsel von jungen Kulturen gréBer ist als der des Ursprungs- 
ewebes. Epithelkulturen zeigten starke Atmung und Gérung. 


Die folgende Arbeit wurde auf Veranlassung von Frau Prof. Erd- 
nann ausgefiihrt und beschaftigt sich damit, den Gasstoffwechsel von 
ixplantaten von Saugetiergeweben nach 24stiindigem Aufenthalt in 
erschiedenen Medien zu untersuchen, um zu ermitteln, ob es méglich 
st, auf diese Weise eine Beeinflussung des Stoffwechsels zu erzielen. 
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Es wurde zuniachst nach der von Warburg angegebenen Methode! jc 
Atmung des Herzmuskelgewebes von Ratten untersucht. Als Versucls 
material dienten nach Angabe von Frau Prof. Erdmann Herzen saugeti ler 
Ratten. Es wurden mdéglichst gleichalterige Tiere verwendet, um dure) 
das Alter bedingte Verschiedenheiten in der Intensitit des Stoff 
wechsels soweit als méglich auszuschalten. Die jungen Ratten hattey 
eine Linge von 5 bis 8 em (ihr Gewicht wurde leider nicht bestimmt 
Sie waren alle aus dem im Institut geziichteten Stamm von normal 
ernihrten, gesunden Tieren hervorgegangen. Sie unterschieden sich 
also in bezug auf Abstammung und Erniahrung nicht voneinander 
Zu je einem Versuch wurden nur Tiere desselben Wurfes benutzt 
Wihrend so die Gewebe, deren Stoffwechsel untersucht wurde, méglichst 
gleichartig waren, wurden <ie Medien, deren EinfluB gepriift werde: 
sollte, variiert. Es wurde stets homologes Plasma verwendet, wi 
zwar wurde einerseits das Plasma gesunder, normal ernahrter Ratte: 
benutzt (,,Normalplasma‘‘), andererseits Plasma von Tieren, die 14 Tay: 
vitaminarm ernihrt worden waren (,,Vitaminplasma**)?. 

Das Plasma tumorkranker und vitaminarm ernahrter Tiere wur« 
gewahlit, weil auf dem Gebiet der Gewebeziichtung die Erfahrung 
gemacht worden ist, dafs Explantate, die in diesen Medien geziichtet 
werden, in ihrem Wachstum von dem in ,,Normalplasma“ geziichteten 
Gewebestiickchen abweichen. Kulturen in Plasma von Tumortrager 
zeichnen sich dadurch aus, daB sie sich rasch und in hohem Grade aus 
dem Zellverband lésen (von Drew 1923 an Miusenieren gezeigt, von 
Erdmann 1924 fiir Ratte bestatigt). Dieselbe Beeinflussung geziichteter 
Zellen fand Erdmann auch fiir, die in Plasma vitaminarm ernahrter 
Tiere geziichtetén Kulturen; auch bei ihnen wird das Kulturmedium 
schneller als bei Verwendung normalen Plasmas verfliissigt. Es lag 
nun die Vermutung nahe, dab die so geziichteten Gewebe nicht nu 
in ihrem morphologischen Verhalten, sondern auch in bezug auf ihre: 
Stoffwechsel — vielleicht im gleichen Sinne — beeinfluBt wiirden 

Die normalen Ratten wurden mit Graubrot, etwas Fleisch, Riiben 
und Wasser ernihrt. Die vitaminarm ernahrten Tiere wurden nach 
l4tagiger Fiitterung zur Plasmabereitung benutzt. Das vitaminarme 
Futter wurde nach Angabe von Prof. B. Heymann bereitet und hatte 
folgende Zusammensetzung: 


1 Versuche an iiberlebenden Karzinomgeweben, diese Zeitschr. 142, 
317, 1923. 

2 Es wurden auch Untersuchungen iiber die Atmung von He 
explantaten ausgefiihrt, die in Plasma von Ratten mit Impftumoren (Flex 
Jobling-Carcinom und Jensen-Sarkom) geziichtet worden waren. °%! 
kénnen jedoch hier nicht mit publiziert werden, da Frau Prof. Erdma: 
Wert darauf legt, sie in anderem Zusammenhang selbst zu veréffentliche 
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Stoffwechsel von Saéugetiergeweben. I. 


Die Grundnahrung besteht aus: 
Extrahierte Kartoffelstarke (Kahibaum) . . . 1000¢ 
0 EEE ae ee eee 
Se eae ee ee ae ee 50g 
Filtrierpapier (geschnitten) ......... 100g 
Pt. os . h s + # <b sae Se 6 ee 
Ea A ee er 


Salzlésung I besteht aus: 

Eee ee eee eo eae 36,05 g 
ee ee ee eee l2¢ 
Calciumcarbonat 

Normale Schwefelséiure 

Salzsiure (1,19) 

3n Phosphorséure 

Wasser 
» Salzlésung IT besteht aus: 

Kaliumcarbonat 

ee eS eS ee ae 70,2¢ 
I rare Seige re oe Ue eke, Ea 3,2 g 
ee ee ne ee eee Ul 


Dieses Gemisch enthalt also nur Vitamin A in der Butter, es fehlt 
ihm aber Vitamin B, das fiir die Ratten besonders wichtig ist. Das 
Futter wird bei etwa 90° gebacken und neben Wasser ad libitum ver- 
abreicht. Von jedem Tier wurden taglich etwa 10 bis 20 g gefressen 
Die Tiere wurden in einem Kiafig mit doppeltem Boden gehalten, so 
daB sie ihren eigenen Kot nicht fressen konnten, der als Vitaminquelle 
in Betracht kame. Die fiir die Versuche verwendeten Ratten wurden 
zum Teil im Institut gefiittert, zum Teil erhielten wir sie von Herrn 
Prof. B. Heymann, dem auch an dieser Stelle bestens dafiir gedankt 
sei. Nach beendigter Fiitterungsperiode zeigten die vitaminarm er- 
nihrten Tiere auber beginnender Gewichtsabnahme und Struppig- 
werden des Felles keine weiteren Zeichen der Avitaminose. Paresen und 


Krampfe wurden nicht beobachtet. 

Die Herstellung der Gewebekulturen wurde von Frau Prof. Erdmann 
geleitet und von ihr persénlich mit Hilfe der Angestellten des Labora- 
toriums ausgefiihrt, wofiir ich ihr zu Dank verpflichtet bin. 


Durchschnittlich 1 bis 2 Tage vor dem Ansetzen der Kulturen wurde 
das Plasma nach der in der Gewebeziichtung iiblichen Methode bereitet, 
und zwar wurden jedesmal so viele Ratten in Chloroformnarkose operiert, 
wie zur Gewinnung der gebrauchten Plasmamenge nétig waren, das Blut 
mit vaselinierter Spritze entnommen und in paraffinierten Zentrifugen- 
rohrehen durch Zentrifugieren in mit Eis gefiillten Bechern ohne 

; 12* 
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Heparinzusatz —- gewonnen. Bis zum Ansetzen der Kulturen wurde as 
Plasma im Eisschrank gehalten. Die Herzen der neugeborenen Ratte) 
wurden schnell, ohne Narkose, herausgenommen. Um das Blut méglichs; 
za entfernen, wurden sie etwa '% Stunde in steriler Ringerlésung in 
Eisschrank gestellt, dann in frischer Ringerlésung in kleine Stiicke)ey 
zerschnitten, die so klein waren, daB aus einem Herzen etwa 300 Stiicke|ion 
gemacht werden konnten. Davon wurden 100 bis 150 Deckglaskulturey 
angesetzt. Die Zeitdauer der Bebriitung betrug durchschnittlich 24 Stunde 
und wurde deshalb von Fr. Prof. Erdmann gewahlt, weil sich nach langere) 
Ziichtung Degenerationserscheinungen bemerkbar machen kénnen, ande) > 
seits die Latenzzeit nach 24 Stunden tiberwunden ist. Die Explantat, 
wurden nach Abnahme der Deckglaischen aus dem Kulturmedium heraus 
gehoben und in den MeBtrog fiir die Stoffwechseluntersuchung iibertragen '! 
Das Herausnehmen aus dem Medium machte keine Schwierigkeiten, 
das Plasma nach 24 Stunden bereits wieder verfliissigt war. Auch cas 
Plasma wurde in den MeBtrog iibertragen und bis zu einer bei 0,5 cc 
befindlichen Marke aufgefiillt. Um ein Abkiihlen des Plasmas zu verhinden 
wurde der MeBtrog in ein Wasserbad von 37° gestellt. Die Fliissigkeit. i) 
der die Atmung untersucht wurde, bestand also aus demselben Plasma 
in dem die Kulturen geziichtet worden waren. Ringerlésung wurde nicht 
als Untersuchungsfliissigkeit gewaihlt weil durch Ringerlésung die Atmung 
beeinfluBt werden kann*. Die geniigende Menge Plasma wurde dadure! 
erhalten, daB die Tropfen so groB gemacht wurden, da’ ihre Gesamt 
menge beim Abnehmen ungefahr 0,5cem betrug. Nach Einfiillen ces 
Plasmas und der Kulturen sowie der Kalilauge wurden die Trége mit 
den Barcroftmanometern verbunden und Sauerstoff bis zur Sattigung 
unter Schiitteln eingeleitet. Die Trége befanden sich auch hierlx 
in einem Wasserbad von 37,5°. Dann wurden die GefiBe in den aut 
37,5° eingestellten Thermostaten eingesetzt, und nach vollzogenem Druck- 
und Temperaturausgleich wurde die durch den Sauerstoffverbrauch ent- 
stehende Druckabnahme alle 15 Minuten abgelesen. Die nach 30 Minuten 
erhaltenen Werte wurden zur Berechnung benutzt. Nach Beendigung ces 
Versucnes wurden die Kulturén aus dem MeStrog herausgenommen, kurz 
in Aqua dest. abgespiilt und ihr Trockengewicht unter Vernachlassigung 
der freien Zellen auf der Bungeschen Mikrowaage bestimmt. Etwa an- 
haftende Plasmareste wurden vorher entfernt. Ein Gerinnen des Plasmas 
wahrend des Versuches wurde nie beobachtet. 


Von jedem Versuch wurde ein Kontrollpraparat nach Dedafiel/ 
gefirbt. Alle Versuche, mit Ausnahme von Nr. 6, Tabelle I, zeigten gut 
erhaltene Kernfairbung und keine Nekrosen. 

In den beiden folgenden Tabellen sind die erhaltenen Werte zu. 
sammengestellt. Die Bezeichnungen entsprechen den von (it 
Warburg (l.c.) angegebenen und werden als bekannt vorausgesetzt. 


1 Bei unserer Fragestellung war es nicht erforderlich, mit Reinkulturen 
zu arbeiten, da wir die Beeinflussung des Stoffwechsels eines bestimmten 
Gewebes, das zwar nicht einheitlich, aber immer gleichartig war, unte! 
verschiedenen Bedingungen untersuchen wollten. 

2 Zu den ersten Versuchen wurde etwas Ringerlésung zum Auffiillen 
des nicht in geniigender Menge vorhandenen Plasmas verwendet. 


Tabelle 1. 
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K. Bérnstein : 


Es betragt also 

Der Mittelwert fiir 
die in Normalplasma 
geziichteten Kulturen 
— 8,4. 

Der Mittelwert fiir 
die in Vitaminplasma 
geziichteten Kulturen 
— 3,8. 

Diese beiden Werte 
unterscheiden sich stark 
voneinander, und zwar 
ist die Atmung der in 
Vitaminplasma geziich- 
teten Kulturen im Mitte! 
um mehr als die Hilfte 
vermindert als die der 
in Normalplasma ge- 
zichteten. 

Als Ergebnis meiner 
Untersuchungen kann 
mithin festgestellt wer- 
den, daS durch das 
Ziichten von Herzstiick- 
chen sdéugender Ratten 
in Plasma von Vitamin 
B-frei ernahrten Tieren 
die Atmung der Ex- 
plantate gegen die von 
gleichartigen, aber in 
Normalplasma _ geziich- 
teten Kulturen herab- 
gesetzt wird. Eine Er- 
klarung dieser Tatsache 
kann allerdings noch 
nicht gegeben werden 
Es ware einerseits mog- 
lich, daB die Atmung 
primar durch das \i- 
taminplasma umge- 
stimmt wird, anderer- 
seits kénnte sie auch 
sekundar durch eine 
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Die maximalen Abweichungen davon + 24° 
gesetzte geringe Menge von Ringerscher Lésung keinen EinfluB gehabt haben.) 
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wahrend des Ziichtens entstehende Verinderung des Mediums be- 
einfluBt werden, eine Veranderung, die in beiden Medien verschieden 
sein kénnte. Es werden zur Klarung dieser Frage noch weitere 
Versuche angestellt. 
Zusammenfassung. 

Es wurde der Atmungsstoffwechsel untersucht: 

1. von Rattenherz-Explantaten, die in Plasma von normal er- 
nihrten Tieren (,,Normalplasma‘) geziichtet waren; 

2. von Rattenherz-Explantaten, die in Plasma von Vitamin B-frei 
ernahrten Tieren (,,Vitaminplasma‘) geziichtet waren. 

Es wurde gefunden, daB bei den unter 2. angefiihrten Explantaten 
die Atmung im Mittel um mehr als die Halfte gegeniiber den unter 1. 
angefiihrten herabgesetzt war. Uber die Ursachen dieses Unterschiedes 
kann noch nichts ausgesagt werden. Dazu sind weitere Versuche 
erforderlich. 


Anmerkung: Die Veréffentlichung dieser Arbeit, die schon im vorigen 
Jahre beendet wurde, muBte leider aus é4uBeren Griinden verzégert werden. 
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Die Wirkung der ultravioletten Strahlen 
auf die Farbstoffauswanderung aus dem Blute bei normalen 
und entmilzten Hunden. 


Von 


G. Farkas und H. Tangl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitaét Budapest.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer von wns 1926 erschienenen Arbeit berichteten wir, da} 
der in die Blutbahn injizierte Farbstoff bei entmilzten Hunden viel 
langsamer ausgeschieden wird, als bei normalen Tieren. Der Grund 
ist wahrscheinlich der, daB die Milz im retikuloendothelialen System 
eine Rolle spielt und bei der Herausnahme ein gréBerer Teil des retikulo- 
endothelialen Systems ausfillt. Aber nicht nur durch ihre Zellen be- 
einfluBt die Milz die Farbstoffauswanderung, sondern sie iibt auf diese 
auch eine inkretorische Wirkung aus, da durch Milzausziige bei ent 
milzten Hunden die Farbstoffausscheidung derart beschleunigt wird 
daB sie fast gerade so schnell vonstatten geht, wie wenn die Hunde 
noch im Besitz der Milz wiren. AuBer der Milz haben aber auch andere 
inkretorische Organe auf die Farbstoffausscheidung eine Wirkung 
So beschrieb einer von uns (1927), da Thyreoidea, Thymus, Hypo 
physis und Testis einen EinfluB auf die Farbstoffausscheidung aus. 
iiben, indem nach Verabreichung dieser Extraktstoffe der Farbstoff 
viel langsamer aus dem Blute ausscheidet, als bei normalen Tieren 

Diese Wirkung beschrankt sich nicht nur auf Hormone, sondern 
ist auch nervenerregenden Stoffen eigen. Wir berichteten hieriiber in 
einer Arbeit (1927), wo wir einen parasympathisch erregenden, d. | 
vasodilatorischen Stoff, das Cholin, und einen sympathisch erregenden 
d. h. vasokonstriktorischen Stoff, das Histamin, auf ihre Wirkung auf 
die Farbstoffausscheidung untersuchten. Wir fanden, daB das Cholin 
beschleunigend, das Histamin dagegen verlangsamend auf die Aus- 
scheidung wirkt. Nach diesen Ergebnissen ist es wahrscheinlich, dal 
die inkretorischen Organe ihre Wirkung auf vasomotorischem Wege 
austiben. 
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In unserer jetzigen Arbeit stellten wir uns die Aufgabe, wie sich 
die Farbstoffausscheidung bei langerem Behandeln der Tiere mit ultra- 
violetten Strahlen gestaltet. Die ultravioletten Strahlen entfalten 
nimlich sowohl auf die GefaBe, wie auch auf die Zusammensetzung 
des Blutes eine Wirkung. Broderson (1925), der die Wirkung der ultra- 
violetten Strahlen an Kaninchenohren studierte, ist zu dem Ergebnis 
gelangt, dal bei der Bestrahlung bereits nach 5 bis 10 Minuten eine 
bedeutende Verengung der GefaBe eintritt, die, nachdem sie ein Maxi- 
mum erreicht hat, auch im Falle, daB die Bestrahlung fortgesetzt wird, 
in eine Erweiterung tibergeht, ohne indessen das urspriingliche Volumen 
zu erreichen. Alpern wieder (1923) untersuchte die Wirkung der ultra- 
violetten Strahlen auf die Blutzusammensetzung und fand bei Tauben 
und Meerschweinchen sowohl den Wassergehalt als auch den Blut- 
zucker und im geringen Grade auch die Petrolatherfraktion der Fette 
vermehrt. Die ultravioletten Strahlen rufen nach Dorlecourt auch eine 
Verinderung im neurovegetativen Gleichgewicht hervor, da nach 
seinem Versuch durch den okularkardialen Reflex (Druck auf den 
Bulbus) nach der Bestrahlung die Pulsverlangsamung weniger aus- 
gepragt ist, als vor der Bestrahlung. 


Methodik. 


Zu unseren Versuchen verwendeten wir Hunde, in deren Blutbahn wir 
2°.ige Trypanblaulésung spritzten. Wir wahlten Trypanblau, weil es nach 
Krebs und Wittgenstein von den Farbstoffen am langsten im Blute verweilt. 
Pro Kilogramm verabfolgten wir davon iiber l eg. Nach der Verabreichung 
des Farbstoffs entnahmen wir den Tieren nach 5 und 30 Minuten und 
nach 1, 4 und 7 Stunden Blut. Das Blut gewannen wir direkt aus dem 
Herzen. Das Blut warde mit einer kleinen Menge einer Losung von Natrium- 
oxalat vermischt und daraus das Plasma durch Zentrifugieren gewonnen. 
Die Konzentration der Farbstoffmenge wurde dann in dem Autenriethschen 
Kolorimeter bestimmt, wo wir mit einer Standardlésung die Menge des 
Farbstoffs unter Zuhilfenahme einer Eichungskurve berechneten. 

Bei jedem Hunde wurde die Farbstoffausscheidung zuerst unter 
normalen Verhaltnissen untersucht, dann wurden die Tiere, um eine wo- 
mdglich vollstandige Ausscheidung des Farbstoffs zu gewiéhrleisten, erst 
nach einer zweiwéchigen Ruhepause mit einer Quarzlampe (Gesellschaft 
Hanau) 30 Minuten lang in einer Entfernung von beiléufig 4 bis 1m be- 
lichtet. Die Tiere wurden vor der Bestrahlung nicht geschoren, da nach 
Krizenetzky (1925) und auch nach eigenen Erfahrungen die Wirkung sich 
ganz gleich gestaltet, einerlei, ob die Hunde ungeschoren oder mit glatt- 
rasierter Haut bestrahlt werden. Unmittelbar nach der Bestrahlung erfolgte 
wiederholt eine Injektion von Trypanblau zur Feststellung der Farbstoff- 
ausscheidung. 

Nach diesem Versuch wurden die Hunde entmilzt. 2 Wochen nach 
der Operation wurde dann die Farbstoffausscheidung ohne Belichtung 
untersucht, und nach weiteren 2 Wochen stellten wir die Farbstoff- 
ausscheidung nach einer Bestrahlung der Hunde wahrend einer halben 
Stunde aus einer Entfernung von 1%, bis 1 m fest. 
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Versuchsreihen. 


Erster Versuch. 
Hund, Mannchen, 9 kg schwer. Im ersten Normalversuch (30. Janua: 
1928) fanden wir im Blute: 

5 Minuten nach der Injektion 73°, der eingefiihrten Farbmenge 
30 Ps te 67% 

1 Stunde sia 50% 

4 Stunden ,, 27% 

7 a - 18% 


Bei demselben Versuchstiere nach der Bestrahlung mit ultravioletten 
Strahlen (14. Februar 1928): 

5 Minuten nach der Injektion 81% der eingefiihrten Farbmenge 

30 ne rv = 76% 

1 Stunde “ 72% 

4 Stunden ,, ’ 50% 


i 99 O 
‘ ” ” 22 o 


Bei demselben Versuchstiere 14 Tage nach der Operation (3. Marz 1928): 
5 Minuten nach der Injektion 83°, der eingefiihrten Farbmenge 
30 a - a 18% ,, 

1 Stunde a 59% 

4 Stunden ,, 50% 

7 ‘ “ 30° 


Bei demselben entmilzten Versuchstiere nach der Bestrahlung mit 
ultravioletten Strahlen (19. Marz 1928): 

5 Minuten nach der Injektion 86°, der eingefiihrten Farbmenge 

i a) hee am 80°, 

1 Stunde * = 60% 

4 Stunden ,, ws 50% 

<s a tab i 29% 


Die erhaltenen Daten, durch ein Graphikon 
zeigen das Folgende (Abb. 1): 
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Abb. 1. 


—— Normaler Hund ohne Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen. 
-—-— Normaler Hund mit ° ° e ° 
----— Entmilzter Hund ohne > a . = 

Entmilzter Hund mit e * ° ° 
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Zweiter Versuch. 
Hund, Mannchen, 12 kg schwer. Im ersten Normalversuch (30. Januar 
1928) fanden wir im Blute: 
5 Minuten nach der Injektion 63°, der eingefiihrten Farbmenge 
30 o 9° % »” 56% + o» o» 
1 Stunde o = - 46% » 
4 Stunden ,, 


os 
‘ ” oo 


nuar 


Bei demselben Versuchstier nach der Bestrahlung mit ultravioletten 
Strahlen (14. Februar 1928): 
5 Minuten nach der Injektion 74° der eingefiihrten Farbmenge 


70 


30 ” ” - _y a a i. 
1 Stunde ae = + 60% ,, 

4 Stunden ,, = a 42% 

7 19% an a 


‘ ” a) ” 
Bei demselben Versuchstier 12 Tage nach der Operation (3. Marz 1928): 


5 Minuten nach der Injektion 88% der eingefiihrten Farbmenge 

30 ss ” - : 77% 

1 Stunde . j 5EB% 

4 Stunden ,, = . 47% 4 
28% 


‘ ” ” ” 


Bei demselben entmilzten Versuchstier nach der Bestrahlung mit 
ultravioletten Strahlen (19. Marz 1928): 

5 Minuten nach der Injektion 88%, der eingefiihrten Farbmenge 

30 a a ie » 82% ;, = = 

1 Stunde . ss = 50% » - 

4 Stunden ,,_,, 48% 5 

7 . 28 % ” or] ’ 


” ” ” 


Die erhaltenen Daten, durch ein Graphikon anschaulicher gemacht, 
zeigen das Folgende (Abb. 2): 
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Abb. 2, 
—— Normaler Hund ohne Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen 
——-— Normaler Hund mit 
----- Entmilzter Hund ohne 
Entmilzter Hund mit 
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Dritter Versuch. 


Hund, Mannchen, 11 kg schwer. Im ersten Normalversuch (6. Februar 
1928) fanden wir im Blute: 

5 Minuten nach der Injektion 68°, der eingefiihrten Farbmenge 

ae “ 61% », 

1 Stunde - 48% 

4 Stunden ,, os « 


7 19% %? 


” . 


Bei demselben Versuchstier nach der Bestrahlung mit ultravioletten 
Strahlen (21. Februar 1928): 

5 Minuten nach der Injektion 73°, der eingefiihrten Farbmenge 

30 ” 70% ’? 

1 Stunde GT% 


4 Stunden , : 49% 
7 is mm 23% 


Bei demselben am 25. Februar 1928 entmilzten Versuchstier nach der 
Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen (21. Marz 1928): 
5 Minuten nach der Injektion 87°, der eingefiihrten Farbmenge 
30 a = $0% ‘i 
1 Stunde - Tm ss 
4 Stunden ,, 47% =~» 


~ 990 
== f@ 


‘ ” ” . ” 


Die erhaltenen Daten, durch ein Graphikon anschaulicher gemacht, 


zeigen das Folgende (Abb. 3): 
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Stunden 
Abb, 3. 
Normaler Hund ohne Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen. 


-——-— Normaler Hund mit - ‘ e ° 
----- Entmilzter Hund mit ‘ ° . 


Wie aus den Daten und Abbildungen ersichtlich, verschwindet de: 
Farbstoff aus dem Blute normaler Hunde viel langsamer, falls der Hund 
mit ultravioletten Strahlen behandelt wurde. Auffallend ist bei bestrahlten 
Hunden das Verschwinden des Farbstoffs aus dem Blute namentlich in 
der ersten Zeit stark verlangsamt. Erst zwischen der ersten und vierten 
Stunde wird der normale Wert fast erreicht. Nach der Operation verweilt 
der Farbstoff, wie wir dies in einer bereits erschienenen Arbeit schon be- 
schrieben haben, viel langer im Blute und wird langsamer ausgeschieden 
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Werden nun diese Tiere auch mit ultravioletten Strahlen behandelt, dann 
ist sich kein auffallender Unterschied in der Ausscheidung des Farbstoffs 
geniiber dem diesbeziiglichen Verhalten vor der Bestrahlung nachweisen. 

Hieraus folgt, daB die Bestrahlung nur bei normalen Hunden einen 
namhaften EjinfluB auf die Verlangsamung der Farbstoffausscheidung 
ausiibt, dagegen bei entmilzten Tieren, bei denen durch die Entmilzung 
offenbar bereits die Héhe der Verlangsamung der Farbstoffausscheidung 
erreicht worden ist, die Bestrahlung keinen namhafteren EinfluB mehr 
auf die Farbstoffausscheidung zu entfalten vermag. 

Die Arbeit wurde mit Hilfe des Baron-Kornfeld-Stipendiums aus- 


& 


gearbeitet. 
Zusammenfassung. 


Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich, dai die Licht- 
bestrahlung auf die Farbstoffausscheidung einen hemmenden EinfluB 
ausiibt. Die Wirkung kommt jedoch nur bei normalen Tieren zum 
Ausdruck, da bei den entmilzten bereits durch den Ausfall der Milz- 
titigkeit die Farbstoffausscheidung offenbar maximal gehemmt wird. 


Literatur. 
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Die Wirkung des Histamins auf den Cholesteringehalt | 
des Blutes normaler und entmilzter Hunde. 


Von 
Il. Tangl und St. Recht. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 9. Juli 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Cholesteringehalt des Blutes vom Hund schwankt nach 
Chaufard, Guy Laroche und Grigaut zwischen 0,14 bis 0,17 °,, womit 
unsere spaiter zu erwihnenden Ergebnisse gut iibereinstimmten. Dic 
oben erwaihnten Autoren beschrieben, daB die Héhe des Cholesterin. 
gehalts des Blutes von vielen Umstinden abhiangig ist. Erstens spielt 
schon die Nahrung eine grofe Rolle, da bei reichlicher Cholesterin- 
fiitterung der Cholesteringehalt des Blutes rasch ansteigt. Auch die 
innersekretorischen Driisen iiben einen EinfluB aus; so die Nebenniere 
und das Corpus luteum. 


Dasselbe fand auch Rotschild, der nach der Herausnahme der Neben- 
nieren Hypercholesterinimie beobachtete und dabei eine Infiltration des 
retikulo-endothelialen Systems feststellte. Auch nach linger dauerndem 
Hungern tritt nach Lewpold Hypercholesterinimie ein. Die Bildungsstatte 
des Cholesterins ist noch nicht bekannt. Nach Chaufard wird es in de 
Nebenniere gebildet, da beim Hungern im Blute der Cholesteringehalt 
steigt, daneben aber der Cholesteringehalt der Nebennierenrinde unver- 
andert bleibt. Dagegen leugnen Aschoff und seine Schiiler diese Tatsach: 
und vertreten die Ansicht, daB die Nebennieren nur ein intermediares Depot 
darstellen. Neben der Nebenniere spielt aber nach Leupold auch die Schild- 
driise eine Rolle, da sich nach der Injektion von Thyreoideaausziigen ein: 
Cholesterinamie einstellt. 

Eine betrachtliche aktive Beteiligung hat am Cholesterinstoffwechse! 
auch noch die Milz. Abelous und Soula brachten ins Duodenum 5 %ige 
Salzsiure und beobachteten bei Hunden in wenigen Minuten eine Steigerung 
des Cholesteringehalts im arteriellen Blute. 

Das gleiche trifft nach ihnen auch im Milzvenenblut zu. Gleichzeitig 
beobachteten sie eine Volumenschwankung der Milz, die mit dem Ab- 
klingen der Hypercholesterinimie verschwand. Diese Daten wurden 
bestatigt von Siegmund, Soper, Sotti und Torre, die alle nach der Heraus- 
nahme der Milz eine Steigerung des Cholesteringehalts des Blutes beschrieben. 
Abelous und Soula begriinden ihre Versuche auch damit, da8 in vitro im 
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Citratblut der Cholesteringehalt nach einiger Zeit ansteigt, falls dem Blute 
Milzstiickchen hinzugefiigt wurden. Die aseptische Autolyse der Milz 
bringt ebenfalls vorerst eine Zunahme und spéter eine Abnahme des Chol- 
esteringehalts mit sich. Dressel mit Sternheimer beschrieben ferner, daB 
auch vegetativ erregende Stoffe, wie Cholin und Adrenalin, einen anta- 
gonistischen EinfluB auf Lecithin-Cholesteringemische ausiiben. Durch 
einen Lecithinzusatz wird namlich ein vagischer, durch Cholesterinzusatz 
ein sympathischer Zustand hervorgerufen. 


Die mitgeteilten Versuchsergebnisse fiihrten uns zu dem EntschluB, 
den EinfluB eines dauernd sympathisch erregenden Stoffes auf den 
Cholesteringehalt des Blutes zu untersuchen. MHierzu wahlten wir 
das Histamin. Das Histamin, das uns von der A.-G. G. Richter in 
dankenswerter Weise zur Verfiigung gestellt worden ist, verabfolgten 
wir den Versuchstieren subkutan. 


Methodik. 


Die Versuche fiihrten wir an Hunden aus, die vor dem Versuch 16 bis 
18 Stunden lang hungerten. Dann wurde ihnen direkt aus dem Herzen 
Blut entnommen, um dessen Cholesteringehalt im niichternen Zustande zu 
bestimmen. Nach der ersten Blutentnahme gaben wir subkutan 2 cem 
einer 5°% igen Lésung von Histamin. Nach der Injektion wurde den Hunden 
nach 20 Minuten und nach | und 2 Stunden wieder aus dem Herzen Blut 
entnommen und dessen Cholesteringehalt bestimmt. Der Cholesteringehalt 
des Blutes wurde mit der kolorimetrischen Methode von Bloor mit Hilfe 
eines Kleinmannschen Nephelometers bestimmt. Die Methode ist in dem 
Journ. of Biol. 24, 227, 1916, beschrieben. Nach mehrmaligen Bestimmungen 
wurden die Hunde entmilzt und danach der Cholesteringehalt ihres Blutes 
nach der oben beschriebenen Methode untersucht. 


Tabelle I. 


Erste Versuchsreihe. Normaler Hund. 





Nach der Injektion 


Erster Versuch Zweiter Versuch Mittelwert 
Zeit 


Unmittelbar vor der Injektion 131 131 131 
20 Minuten .. eats P 259 208 229 
1 Stunde . Ae ea 208 147 117 
2 Stunden. . eS ee 138 113 125 


Tabelle Il. 


Erste Versuchsreihe. Entmilzter Hund. 





Nach der Injektion 


7 Erster Versuch Zweiter Versuch Mittelwert 
Zeit 


Unmittelbar vor der Injektion 178 186 182 
Ee ala oa 8 125 125 125 
NS ee oe 113 156 134 
2Stunden..... Some 152 152 152 
i = Oe Oy tere ie 170 182 176 
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Die Versuchsergebnisse, in einer Abbildung wiedergegeben, zeigt u 


die Abb. 1. 
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Abb. 1. 
—— Cholesteringehalt des Blutes beim normalen Hunde nach der Histamininjektion. 
--—-— Cholesteringehalt des Biutes beim entmilzten Hunde nach der Histamininjektion. 





Tabelle 111. 


Zweite Versuchsreihe. Normaler Hund. 





Nesh dee injkticn Erster Versuch Zweiter Versuch Mittelwert 

Zeit 
Unmittelbar vor der Injektion 138 129 133 
20 Minuten mar Sirti “ 197 197 
,... ae an 147 93 120 


2 Stunden 128 128 128 


Tabelle IV. 


Zweite Versuchsreihe. Entmilzter Hund. 





Nech - “on. Erster Versuch Zweiter Versuch Mittelwert 
e1 
Unmittelbar vor der Injektion 166 166 
ns . , < «% »< « 111,5 , 111.5 
cs 4 ete Shes « 125 F 125 
2 Stunden dvd ea 166 ; 166 


Die Versuchsergebnisse, in einer Abbildung wiedergegeben, zeigt uns 
die Abb. 2. 

Wie aus den Daten ersichtlich, iibten die Histamininjektionen bei 
normalen Hunden einen ausgesprochenen Einflu8 auf den Cholesteringehalt 
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des Blutes aus. Die Wirkung des Histamins zeigt sich anfanglich in einer 
starken Steigerung des Cholesteringehalts, die jedoch nicht standhalt, 
sondern schon innerhalb der ersten Stunde wieder zuriickgeht. Der Chol- 
esteringehalt fallt spater sogar unter den Normal- 
wert. Ganz andere Ergebnisse erhalt man, wenn 
man an entmilzten Hunden arbeitet. 





Der Cholesteringehalt ist bei entmilzten 
Hunden bedeutend hdédher, als bei normalen 
Tieren. Diese Tatsache stimmt mit den An- 
gaben von Siegmund, Soper, Sotti und Torre 
gut tiberein. Verabreicht man nun entmilzten 
Hunden Histamin, dann bleibt die bei den nor- 
malen Hunden gefundene rapide Steigerung 
aus, statt dessen beobachtet man einen hoch- 
gradigen Sturz im Cholesteringehalt, bei dem 
der Tiefenpunkt alsbald, innerhalb einer Stunde, 72 
erreicht wird. Nachher steigt dann der Chol- yy 
esteringehalt bei den entmilzten Hunden wieder 
an, um nach etwa 2 Stunden wieder den An- on 20" 7 
fangswert zu erreichen. Abb. 2 
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; ; i Cholesteringehalt des 

Die Arbeit wurde unter der Leitung des Blutes beim normalen Hunde 
Herrn Prof. Dr. G. Farkas ausgefiihrt. Fiir seine nach = hoeecte nn gg 
Saal aaa” ; 3 3 ape —-- Cholesteringehalt es 
Ratschlage sind wir ihm zu groBem Danke ver itech lente iene 


pflichtet. nach der Histamininjektion. 


Zusammenfassung. 


Wiahrend bei normalen Hunden nach Histamininjektionen der 
Cholesteringehalt des Blutes anfanglich ansteigt und dann wieder zur 
Normalen abfillt, vermindert sich nach Ahnlichen Injektionen der 
Cholesteringehalt bei entmilzten, um dann wieder die Anfangswerte 
zu erreichen. Die Histaminwirkung verhilt sich somit in dieser Hinsicht 
bei normalen und entmilzten Tieren diametral verschieden. 
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Beitrige zur Physiologie der Schilddriise. 


Von 


G. Mansfeld. 


XI. Mitteilung!: 
Die Rolle der Schilddriise beim Zustandekommen der 
spezifisch-dynamischen Stoffwechselwirkung. 


Von 
Elisabeth Scheffer-Csillag. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Pécs.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1928.) 


Seit Einfiihrung der Bestimmung der spezifisch -dynamischen 
Stoffwechselwirkung in die klinische Untersuchungsmethodik wurde 
wiederholt, und zwar von verschiedenen Seiten, darauf hingewiesen, 
daB Stérungen im endokrinen System zu einer Anderung der spezifisch- 
dynamischen Wirkung fiihren?. Abgesehen von der klinisch-diagno- 
stischen Wichtigkeit derartiger Untersuchungen, mu dieser Frage 
auch ein groBes theoretisches Interesse zuerkannt werden, weil zu 
erhoffen ist, da8S durch Aufklarung der hier obwaltenden Zusammen- 
hinge ein naherer Einblick in die recht ungeklarte Frage nach dem 
Zustandekommen der spezifisch-dynamischen Wirkung gewonnen 
werden kann. Von den inkretorischen Driisen wurde von verschiedenen 
Autoren. sowohl der Schilddriise als auch der Hypophyse und 
Geschlechtsdriise eine Wirkung auf die spezifisch-dynamische Wirkung 
zuerkannt, und es ergibt sich daher die Frage, ob die beobachteten 
Anderungen der spezifisch-dynamischen Wirkung iiberhaupt direkt 
auf eine Stérung irgend einer Inkretdriise zuriickgefiihrt werden kénnen 
oder aber als Ausdruck allgemeiner, genetisch noch unbekannter Stoff- 
wechselstérungen zu betrachten sind. 


1 Vgl. Pfliigers Arch. 148, 152, 161, 181; diese Zeitschr. 179, 186, 1927. 
2 Literatur bei Grafe, Ergebn. d. Phys. 21, Abt. 2, 8. 1, 1923. 
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Die Rolle der Schilddriise beim Zustandekommen der spezifisch- 
dynamischen Wirkung wird z. B. von verschiedenen Autoren ganz ver- 
schieden gewertet. Eckstein und Grafe' beobachteten unseres Wissens 

erste nach Schilddriisenexstirpation eine  betracthliche Abnahme 
bzw. das Ausbleiben dieser Wirkung und schreiben daher der Schilddriise 
eine bestimmte Rolle zu. Diese Untersuchungen wurden von Baumann ?, 
Baumann und Hunt* bestatigt, indem sie bei Kaninchen nach Entfernung 
der Schilddriise die sonst durch Zufiihrung von Glucose bedingte spezifisch- 
dynamische Wirkung vermiBten. intsprechend diesen Untersuchungen 
fand Abelin* bei Ratten nach Schilddriisenfiitterung eine 100 bis 200%, 
betragende Steigerung der spezifisch-dynamischen Wirkung. Zu etwas 
abweichenden Ergebnissen kam Barinetti5, der die spezifisch-dynamische 
Wirkung am klinischen Material priifte und bei Hypothyreosen wohl ein 
Verschwinden, bei Hyperthyreosen hingegen ein Normalbleiben dieser 
beobachtete. Die in letzter Zeit auf breiter Basis ausgefiihrten exakten 
Untersuchungen von Plaut* und von Liebesny’? widersprechen aber der 
Auffassung obiger Autoren. Sie fanden niamlich weder bei Myxédem, 
noch bei Basedow eine Anderung der spezifisch-dynamischen Wirkung. 
Es ergibt sich also zwischen den experimentellen und klinischen Beob- 
achtungen ein auffallender Widerspruch, durch den die Wertung der Rolle 
der Schilddriise im Stoffwechselgeschehen betrachtlich erschwert wird. 


In Anbetracht dieser Sachlage habe ich auf Aufforderung des 
Herrn Prof. Mansfeld an zwei Hunden vor und nach der Schilddriisen- 
entfernung die spezifisch-dynamische Wirkung von Eiwei und Zucker 
untersucht, und iiber das Ergebnis dieser Versuche soll im folgenden 


berichtet werden. 
Methodik. 


Die Versuche wurden in den Jahren 1926/27 an zwei mittelgroBen 
Hunden ausgefiihrt. Dieselben wurden zu Beginn der Versuche in einem 
Stoffwechselkaéfig untergebracht und mit gemischter Kost gefiittert. 

Die Entfernung der Schilddriise erfolgte in Mo-Athernarkose unter 
streng aseptischen Kautelen. Die totale Entfernung der Driisen gelang 
an beiden Tieren mit Belassung von zwei Epithelkérperchen. Die Tiere 
erholten sich nach dem Eingriff sehr bald und die Operationswunden heilten 
per primam. 

Zur Gasstoffwechseluntersuchung wurden die Hunde vor Beginn der 
eigentlichen Versuche eigens dressiert; die beiden Hunde gewéhnten sich 
sehr bald an das vollkommen ruhige Liegen wahrend des Versuchs, und nach 


1 Eckstein und Graje, Hoppe-Seyler 107, 75 bis 151, 1919. 

2 E. J. Baumann, Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. 21, Nr. 8, 1924; 
zitiert nach Rona, Ber. 29, 274, 1925. 

3 Baumann und Hunt, Journ. of biol. Chem. 64, Nr. 3, 1925; zitiert 


nach Rona, Ber. 38, 740, 1925. 
4 J. Abelin, diese Zeitschr. 187, 273, 1923; Klin. Wochenschr. 1923, 


5 C. Barinetti, Arch. di patol. clin. e med. 4, H. 2, 8. 201, 1925; zitiert 
nach Ber. f. d. ges. Physiol. 32, 86, 1925. 

6° R. Plaut, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 189, 285, 1922. 

7 P. Licbesny, diese Zeitschr. 144, 308, 1923. 
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einiger Ubung war auch die Atemmechanik normal. Die Atmung erfolys 
durch eine fiir jeden Hund eigens hergestellte, die Schnauze dicht wi 
schlieBende Gipsmaske. Dieses Verfahren haben wir bei Kaninchen sechor 
langst mit gutem Erfolg benutzt, die Anfertigung derartiger Masken wurile 
vor einiger Zeit von H. J. Alius! beschrieben. Die Hunde gewéhnen sich 
an das ruhige Tragen dieser Masken besonders leicht, und in eigens an- 
gestellten Versuchen konnten wir uns davon iiberzeugen, daB die mit 
Schellack iiberzogenen und innen mit Vaseline bestrichenen Masken die 
Schnauze vollkommen dicht umschlieBen. An das eingegipste Ansatzrol 
der Maske wurden zwei Kroghsche Ventile angeschlossen. Zur Einatmung 
gelangte atmospharische AuBenluft, die Ausatmungsluft wurde in Douglas. 
schen Luftsicken gesammelt. 

Der Stoffwechselversuch erfolgte stets 24 Stunden nach der letzten 
Fiitterung. Nachdem die Tiere ungefaihr eine halbe Stunde mit aufgesetzte: 
Maske ruhig lagen und die Ausatmungsluft die Schlauchverbindungen 
reichlich durchgeblasen hat, wurde durch Drehen eines Dreiweghahns die 
Verbindung mit dem Luftsack hergestellt und die Ausatmungsluft wahrend 
20 Minuten in den Sack gesammelt. Zur Bestimmung des Minimumvolumens 
wurde der Inhalt des Sackes mittels einer Elsterschen Gasuhr unter Beritick 
sichtigung des Thermobarometers bestimmt, nachdem zur Ausfiihrung de: 
Gasanalysen eine Luftprobe von 75 ccm in ein Barcrofftsches GefiB ent- 
nommen wurde. 

Die Analyse der Ausatmungsluft wurde in je zwei Parallelproben 
mit dem Haldane-Gasanalysenapparat ausgefiihrt (vgl. Douglas-Pristley, 
Human Physiology. Oxford 1924). 

Zur Bestimmung der spezifisch-dynamischen Wirkung wurde nach 
Beendigung der Normalperiode (Grundumsatz) frisches, rohes Pferdefleisch 
bzw. Rohrzucker verfiittert; die Respirationsversuche wurden nach Ab- 
schluB der Fiitterung in bestimmten Zeitabschnitten wiederholt. 

Fiir eine gleichmaéSige AuBentemperatur wurde stets Sorge getragen. 
Analysenapparat, Schlauchsystem und Luftsack wurden durch wiederholte 
Kontrollen auf ihre Dichtigkeit gepriift. 


Versuche. 


In Tabelle I und II sind die Versuche zur Bestimmung der spezifisch- 
dynamischen Wirkung zusammengestellt. Diese Versuche zeigen, daf 
bei beiden Hunden die Schiddriisenentfernung die nach Verfiitterung von 
Pferdefleisch bzw. Rohrzucker auftretende Stoffwechselsteigerung nichi 
beeinfluBt hat, und die spezifisch-dynamische Wirkung tritt auch nach er- 
folgter Thyreoidektomie unverdndert in Erscheinung. Wir konnten also 
im Gegensatz zu Eckstein und Grafe® sowie Baumann und Hunt®, aber 
in bester Ubereinstimmung mit den klinischen Ergebnissen von Plaut* 
und Liebesny* feststellen, daB das Auftreten der spezifisch-dynamischen 
Wirkung mit der Funktion der Schilddriise nichts zu tun hat. 


1 H. J. Alius, Zeitschr. f. Biol. 88, 231, 1925. 
2 lc 
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200 E. Scheffer-Csillag: Physiologie der Schilddriise. XT. 


Da nach den Ausfiihrungen von Eckstein und Grafe! die in ihren 
Versuchen durch Schilddriisenausfall bedingte Abnahme der spezifis \i 
dynamischen Wirkung nach Entfernung der Keimdriisen ganz besonders 
auffallend werden soll, haben wir bei Hund M am 22. Juni 1927 die 
Kastration ausgefiihrt. 

Tabelle III zeigt, daB die spezifisch-dynamische Wirkung auch 
nach kombinierter Schilddriisen- und Hodenentfernung normal blic} 
wir konnten also die diesbeziiglichen Erfahrungen von Eckstein und 
Grafe' nicht bestatigen. Wir glauben kaum, daB dieser Widerspruch 
auf den Umstand zuriickgefiihrt werden kénnte, daB die Versuche 
von Eckstein und Grafe! an weiblichen, unsere aber an mannlichen 
Hunden ausgefiihrt wurden. Unsere Versuche stehen iibrigens im 
besten Einklang mit denen von Liithje*, Klein®, Bertschi* und Liebesn y° 
die eine Wirkung der Kastration auf die spezifisch-dynamische Wirkung 
bzw. den Gasstoffwechsel ebenfalls vermibten. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde an zwei mannlichen Hunden vor und nach Exstir- 
pation der Schilddriise die spezifisch-dynamische Wirkung von Fleisch 
und Rohrzucker gepriift. 

2. Die Entfernung der Schilddriise unter Belassung von zwei 
Epithelkérperchen hatte nicht den geringsten Einflu8 auf die spezifisch- 
dynamische Wirkung der Nahrungsstoffe. 

3. Auch eine an die Thyreoidektomie anschlieBende Kastration 
lieB die stoffwechselsteigernde Wirkung der Nahrungsstoffe unbeschadet. 


[Ausgefiihrt mit Unterstiutzung des Orsz4gos Természettudomanyi 
Alap (Landesfond fiir Naturwissenschaften) }. 


a “ 

2 H. Liithje, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 48, 184, 1902; 50, 26s, 
1903. 

3 W. Klein, diese Zeitschr. 72, 169, 1916. 

4 H. Bertschi, diese Zeitschr. 106, 37, 1920. 

§l.c. 
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Zersetzung des Olivenéls unter dem Einflu6 der vitalen 
Titigkeit einiger Mikroorganismen; Umwandlung von 
Oleinsiure in Ketostearinsiure. 


Von 
G. Pigulewski und M. Charik. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Leningrader Universitat.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1928.) 


Der ZersetzungsprozeB von Fetten, der unter dem Einflub der 
vitalen Tatigkeit von Mikroben auftritt, ist verhaltnismabig wenig 
erforscht. Es ist uns unbekannt, auf welche Weise der Zerfall des groBen 
Molekiils der Fette vor sich geht. In den meisten Fallen beschrankten 
sich die Arbeiten, die sich mit der Zersetzung von Fetten beschaftigten, 
darauf, die Endresultate dieses Prozesses aufzukliren. 


Zu dieser Kategorie von Arbeiten gehért diejenige von Wehmer', 
der Oxalsdéure in einer Kultur von Aspergillus niger in Olivenél und Olein- 
siure nachgewiesen hat. Es ist charakteristisch, da®B sich in diesem Falle 
Oxalséure gebildet hat, die bekanntlich bei intensiver Oxydation von or- 
ganischen Stoffen verschiedener Struktur leicht zu erhalten ist. Jiingst 
ist eine interessante Arbeit von Stdrkle*? erschienen. Der Verfasser erhielt 
Methylketone in Kulturen von Penicillium glaucum mit verschiedenen 
Fettséuren. Aus Capronséure (C,H,,0,) wurde auf diese Weise Methyl- 
propylketon (C,;H,COCH,) gewonnen; aus Caprylséure (C,H,,O,) Methyl- 
amylketon (C,;H,,COCH,) usw. Es wird somit ein Produkt gewonnen, 
das je ein Kohlenstoffatom weniger enthalt. Stdrkle nimmt an, daB die 
Oxydationsreaktion nach folgendem Schema vonstatten gehen kann: 


RCH,CH,. COONH, —> RCHOHCH, — RCOCH,. 


Diese Untersuchung zeigt eine der méglichen Umwandlungen 
organischer Siéiuren. Zweifellos gibt es viele solcher Veranderungs- 
méglichkeiten, und eine Gleichférmigkeit kann hier wohl kaum erwartet 
werden. 


1 Botan. Ztg. 41, 232, 1891. 
2 Diese Zeitschr. 151, 371, 1924. 
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202 G. Pigulewski u. M. Charik: 


Im Verlauf unserer Arbeiten, die eine Zersetzung des Oles zim 
Gegenstand hatten, sind wir anscheinend auf eine dieser Umwandlunys 
miéglichkeiten des Oles gestoBen. Den unmittelbaren AnlaB zu unserer 
Untersuchung bildeten einige Beobachtungen von G. Seliber! hinsichtlich 
der Zersetzung von Olivenél durch zwei Purpurbakterien und zwei 
Stabchen, welch letztere von ihm aus ranziger Kuhbutter isoliert wurden 

Der aubere Effekt, der im Zusammenhang mit der Tatigkeit dieser 
Bakterien beobachtet werden konnte, sprach dafiir, daB das O1 hierbe; 
eine tiefgehende Veranderung erleidet, daB es dickfliissig wird und sich, 
erhartet. Es lag nahe, anzunehmen, da eine Bildung irgendwelcher 
fester Produkte stattfindet. 

Der Verfasser weist darauf hin, daB dieser ProzeB von einer be 
trachtlichen Vermehrung des Sauregrades begleitet wird. 

G. Seliber hatte die Liebenswiirdigkeit, uns Kulturen dieser Mi. 
kroben zur Verfiigung zu stellen, die in der mikrobiologischen Abteilung 
des Wissenschaftlichen Instituts Lesshaft geziichtet worden waren. 

Als Nahrboden fiir die Kulturen diente folgende Minerallésung; 
K,HPO, lg, MgSO, 0,3g, CaCl, 0,1 g, NaCl 0,1 g, Wasser 1 Liter, 
fiir die Purpurbakterien Leitungswasser, fiir die Stabchen destilliertes 
Wasser. Als Stickstoffquelle wurde 1% Pepton fiir die eine Reihe von 
Versuchen und 0,2°% phosphorsaures Ammonium fiir die andere Reihe 
genommen. Olivenél wurde meistens in einer Menge von 10g auf 250 ccm 
Lésung hinzugefiigt. Die Kolben mit den Purpurbakterien sowie dic 
Kontrollkolben wurden dem Sonnenlicht ausgesetzt, diejenigen mit den 
Stabchen I und IT nebst den Kontrollkolben in einem Thermostaten be; 
einer Temperatur von 22 bis 25° gehalten. 

Da wir uns die Aufgabe gestellt hatten, die in der Zusammensetzung 
des Oles vor sich gehenden Veranderungen in ihrer Abhangigkeit von 
der jeweiligen Wirkung der Mikroorganismen zu erforschen, benutzten 
wir Kulturen verschiedenen Alters. Unsere Untersuchungen bestanden 
in folgendem: 1. Absonderung des Oles und Feststellung aller in ihm 
stattfindenden Veranderungen, wobei wir zu deren Charakteristik die 
Bestimmung der Jod-, der Saiure- und Atherzahl anwandten. 2. Aus- 
scheidung und Erforschung der sich bildenden Produkte wahrend ver- 
schiedener Entwicklungsstadien. 

Die Abscheidung des Oles geschah durch Ather. Der Atherauszug 
wurde mit schwefelsaurem Natrium getrocknet. Nach dem Abdestillieren 
des Athers wurden die letzten Reste desselben im Vacuum bei 60 
entfernt. Die Gewichtsbestimmung des Oles gab uns die Méglichkeit, 
den Grad des Olverbrauches zu ermitteln. Die Bestimmung der Kon- 
stanten des Oles erlaubte es, bis zu einem gewissen Grade die Ver- 
iinderungen, die das Ol erlitten hatte, festzustellen. 


1 Bull. de l’Inst. Lesshaft 5, 1922; 9 (2), 1924; 13 (1), 1927. 


























ur 
ell 
gr 
ur 
Su 
In 
ke 
Al 


sa! 
Al 
mi 
de 


So 
erl 
au 
fin 


| be 


gre 
N« D 


Ziim 
anys 
Sserer 
tlich 

Zwe} 
rden 
lieser 
erbej 

sich 


Icher 


4 be 


Mi. 
lung 
le 
ung: 
siter, 
ertes 

von 
teihe 
rcem 
die 
den 
1 bei 


rung 
von 
zten 
iden 
ihm 
die 
Aus- 


ver- 


zug 
pren 

6" 
ceit, 
.On- 


V er- 


Zersetzung des Olivenéls durch Mikroorganismen. 203 


Von den Purpurbakterien! wurden 22-, 5- und 3monatige Kulturen 
untersucht. Das auBere Aussehen des Materials verindert sich in Ab- 
hingigkeit vom Alter der Kulturen. 3- und 5monatige Kulturen 
weisen eine rote Farbung auf. Allmiahlich verindert sich dann ibre 
Farbe. 22monatige Kulturen waren von verschiedener Farbung: 


Bakterien I: phosphorsaures Ammonium . griinliche Farbung, 

BS Bee 4 6 ee os . schmutzig-braunlichrot , 
II: phosphorsaures Ammonium ._ hellrosa, 
est Peeten . 3s tte ee te Oe. 

In den Kolben aller Altersstufen schwammen an der Oberflache 
und in der Flissigkeit selbst gelbliche, verschmierte Stiickchen, in 
einigen Fallen von festerer Konsistenz und in Form von Flocken. Die 
griBte Menge an fester Substanz enthielten die Kulturen der Bakterien I 
und If mit Pepton. In den Kolben sah man einen aus bakteriellen 
Substanzen bestehenden, ziemlich ausgesprochen roten Bodensatz. 
In den Kontrollkolben war kein festes Produkt vorhanden. Die Fliissig- 
keit war vollkommen durchsichtig, mit Pepton ven gelber Farbe, mit 
Ammonphosphat farblos. Die wasserige Lésung, die nach der Ab- 
scheidung des Oles mit Hilfe von Ather zuriickgeblieben war, wies 
saure Reaktion auf und enthielt feste Bestandteile, die sich bei der 
Abscheidung des Oles in Ather nicht gelést hatten. Die Resultate der 
mit Purpurbakterienkulturen vorgenommenen Untersuchungen sind in 
den Tabellen I und II zusammengefaBt. 

Das Kontrollél (Tabelle I) verindert sich stark beim Stehen im 
Sonnenlicht und bei Luftzufuhr. Die Jodzahl sinkt, der Sauregehalt 
erhéht sich betrachtlich, und zugleich steigt die Verseifungszahl, was 
auf eine Verringerung des Molekulargewichts hinweist. Augenscheinlich 
findet eine Bildung von fliichtigen, wasserlislichen Sauren statt. Das 
wird sowohl durch den Verlust an Ol, der im Nahrboden mit Pepton 
ziemlich gro8 ist, als auch durch den Sauregehalt des wiasserigen Riick- 
standes bestitigt. Wir haben es hier mit photochemischen Reaktionen 
zutun. Die Verwandlung des Oles wird durch die Tatigkeit der Bakterien 
bedingt. Das Ol der Bakterie I mit Pepton und phosphorsaurem 
Ammonium ist stark siurehaltig. Der Verbrauch des Oles ist betriicht- 
lich. Die Verminderung der Jodzahl und des Molekulargewichts ist 
groB und gleich fiir beide Nahrbéden, jedoch ein wenig geringer als 
beim Kontrollél. 

Die Purpurbakterie II zeigt ein etwas anderes Bild hinsichtlich der 
Veranderung der Siéurezahl. Als parallele Erscheinung heben wir den 
geringeren Sauregehalt des wisserigen Riickstandes hervor. Anscheinend 


1 Die Purpurbakterien waren aus einem hohen, Gerste und Gersten- 
graupen und Leitungswasser enthaltenden Zylinder, die der Wirkung des 
Sonnenlichts ausgesetzt waren, isoliert worden. 
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Zersetzung des Olivenéls durch Mikroorganismen. 205 


nitzt die Bakterie II die sich bildenden Sauren aktiver aus (zum Teil 
is Resultat photochemischer Verwandlungen des Oles). 

Diese Tatsachen bestitigen die Ergebnisse der Untersuchungen 
von @, Seliber! tiber die Zersetzung fetter Ole durch Purpurbakterien, 
der verschiedenen Sauregehalt bei Kulturen der Bakterien I und II erhielt. 

Unsere Untersuchungen hinsichtlich der Purpurbakterien zu- 
sammenfassend, wollen wir bemerken, daB die Wirkung von Mikro- 
organismen ausgesetztem Ol sich in etwas anderer Weise verandert. als 
steriles Ol, das sich unter denselben Bedingungen (bei Licht- und Luft- 
zufuhr) befindet, und daB die Prozesse, die durch die einen oder anderen 
Agenzien hervorgerufen werden, in den meisten Fallen einander nicht 
decken. 

Zersetzung des Olivenéls unter Mitwirkung der 
Stibehenbakterien I und II. 


Von Kulturen der Stabchen I und II wurden 2',-, 4- und 6 monatige 
untersucht. Es mu darauf hingewiesen werden, dab die Fahigkeit, 
feste Produkte zu bilden, bei diesen Bakterien starker ausgepragt ist 
als bei den Purpurbakverien. Besonders zeichnet sich in dieser Hinsicht 
die Stabchenbakterie I (auf mineralischem Nahrboden — Pepton) aus. 

Schon bei jungen Kulturen kamen an der Oberflache der Fliissigkeit 
halbfeste, groBe, gelblich gefarbte Stiicke zum Vorschein, die allmahlich 
fester wurden und deren Zahl sich vermehrte. Aus sechs- und vier- 
monatigen Kulturen ausgeschiedenes Ol ist ganz fest; solches von 
2'.,monatigen Kulturen ist weicher. Dieselbe Stabchenbakterie mit 
phosphorsaurem Ammonium lieferte in Kulturen ein festes Produkt in 
Form von kleinen Flocken und in geringerer Menge als mit Pepton. 
Das ausgeschiedene 0] wurde nur in einem Falle (6 monatige Kultur) 
in halbfestem Zustande gewonnen, 4- und 2',monatige Kulturen 
lieferten fliissiges Ol. In Kulturen des Stabchens II mit Pepton und 
phosphorsaurem Ammonium wies das feste Produkt Flockengestalt 
auf. Nur eine 6monatige Kultur mit phosphorsaurem Ammonium 
lieferte bei Ausscheidung des Fettes ein halbfestes Ol, in den anderen 
Fallen war das Ol fliissig. Es wurde bemerkt, daB die Menge des festen 
Produkts sich mit der Zeit vergréBerte; parallel dazu verringerte sich 
die Olausbeute. Die Kultur des Stabchens I zeichnete sich durch Kiise- 
geruch aus, wihrend die anderen einen dumpfen Geruch hatten oder 
geruchlos waren. In den Kontrollkolben war kein festes Produkt vor- 
handen, das Ol schwamm an der Oberfliche der Fliissigkeit. Die Aus- 
scheidung des Oles und die Bestimmung der Konstanten wurde auf 
die oben beschriebene Weise vorgenommen. Die Ergebnisse unserer 
Versuche sind in den Tabellen II] und IV zusammengefaBt. 


1 Bull. de l’Inst. Lesshaft 9 (2), 1924. 
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Wenden wir uns den gewonnenen Ergebnissen (Tabelle ITI) zu, 
so sehen wir, daB die Veranderung des Oles selbst (Kontrolliles), das 
der Wirkung der Luft ausgesetzt und dabei vor Licht geschiitzt ist, 
etwas von derjenigen des oben beschriebenen Oles abweicht, das dem 
Licht ausgesetzt war. Der Sauregehalt des Oles ist verhaltnismahig 
geringer, die Jodzahl ist der Norm nahe bei dem Nahrboden mit 
Pepton und fallt betrachtlich im Nahrboden mit phosphorsaurem 
Ammonium. ° 

Alles dies weist auf einen Zerfall des Oles hin unter Bildung niederer 
Siuren, jedoch in viel geringerem Grade als bei Belichtung. 

Staibchen I mit Pepton verindert das 01 stark. Es gibt ein festes 
Produkt, und je fester das Ol, desto niedriger ist die Jodzahl. Hier ist 
somit die Fahigkeit, gesaittigte Verbindungen auf Kosten ungesattigter 
zu bilden, deutlich ausgepragt. Der Sauregehalt des Oles wiichst mit 
dem Alter der Kultur, der Olverlust ist groB und steht im Zusammenhang 
mit der Bildung von festem Produkt. Dasselbe Stabchen mit Ammon- 
phosphat gibt nur in einem Falle ein festes Produkt; in Zusammenhang 
damit findet eine betrachtliche VergréBerung des Sauregehalts und 
ein Sinken der Jodzahl statt. Das alles weist auf eine Spaltung des 
Oles und die Bildung gesittigter Verbindungen auf Kosten von un- 
gesiittigten hin. Stabchen II verandert ebenfalls das Ol. 

Die Erhéhung des Sauregehalts und das Sinken der Jodzahl war 
im Nahrboden mit Ammonphosphat betrachtlich, wo in einem Falle 
ein halbfestes Ol gewonnen war. Auch hier findet somit eine Spaltung 
des Oles und eine weitere Bildung gesittigter Verbindungen statt. 

Eine Tatsache ist noch zu erwaihnen. 2!,monatige Kulturen der 
Stibchen I und IT zeichnen sich durch verschiedenen Sauregehalt aus. 
Stabchen I besitzt einen gcringen Siuregehalt, der sodann wiichst; 
Stabchen II besitzt zur gleichen Zeit einen betrachtlichen Sauregehalt. 
Zieht man den verschiedenen Verbrauch des Oles durch die Mikroben 
Stabchenbakterie I und I1) in Betracht, so kann man annehmen, dab 
das Stabchen II eine gréBere Aktivitaét hinsichtlich der Zersetzung des 
Oles und méglicherweise der Ausnutzung der intermediiiren Produkte 
aufweist. Zur Ausscheidung des festen Produktes wahlten wir Stabchen I 
auf Pepton, das groBe, feste Stiicke gibt. Zuerst werden zwecks Unter- 
suchung 2 monatige Kulturen genommen, in denen die Stiicke nicht 
véllig erhartet und ein wenig verschmiert waren. Aus sieben Kolben 
wurde nach wiederholter Kristallisation (aus Ather und Alkohol) ge- 
wonnen: 1g trockener, schneeweiBer Substanz in Form glanzender 
Blittchen, Schmelzpunkt 81 bis 82°, und 2 g eines gelblichen, in Ather 
und Alkohol unléslichen Pulvers?. 


1 Diese Substanz ist von uns nicht genau untersucht worden, sie gibt 
EiweiBreaktionen. 








208 G. Pigulewski u. M. Charik: 


Die Substanz mit dem Schmelzpunkt 81 und 82° wurde einer 
Analyse unterzogen. 

Wir nahmen eine Verbrennung mit Kupferoxyd vor. 

Abgewogene Menge: 0,1603 : 0.4235 ¢ CO,, 0,1656g¢ H,O. 
Ber. fiir Ketostearinséure: C,,H,,0,: C 72,42, H 11,49. 
Ber. fiir Oxystearinséure: C,,H,,0,: C 72,00, H 12,00. 
Gef.: C 72,05, H 11,5 %. 

Bestimmung des Molekylargewichts durch Titration. 

Abgewogene Menge: 0,3708. Verbraucht 0,6544g¢ KOH. 
Saurezahl 176,5. 
Gef.: Mol.-Gew. 318. 

. Ein solcher Prozentgehalt von C und H kommt auch Oleinsiure. 
oxyd C,,H,,O0, zu, das von einem der Verfasser in Mitarbeit mit 
A. M. Petrowa bei Oxydation von Oleinsiure mittels Benzolhydro. 
peroxyd gewonnen wurde. Der niedrige Schmelzpunkt des Oxyds 
58° — schlieBt jedoch die Méglichkeit dieser Annahme aus. 

Zur weiteren Aufklirung der Natur dieser Substanz bestimmte: 
wir die Zahl der Hydroxyle nach der Methode Tschugajew- T serewitinow 
Als Lésungsmittel unserer Saure benutzten wir Pyridin. Es wurde: 
hierbei folgende Resultate erzielt: 

Abgewogene Menge der Substanz 0,2394g, Volumen CH, auf 0° und 
760mm, reduziert 14,lleem, Hydroxyizahl OH 0,79. 

Hieraus folgt, daB unser Produkt, das eine Hydroxylgruppe enthalt 
nicht Oxystearinsdure sein kann. Anscheinend haben wir es hier mit 
Ketostearinsaure zu tun. 

Unsere weiteren Untersuchungen waren den 4monatigen Kulture: 

a gewidmet. 

Aus vier Kolben waren 0,97 g eines véllig trockenen, schneeweilbe: 
Pulvers gewonnen worden, in Form sehr kleiner Kristalle, mit Schmelz 
punkt 71,5 bis 72,59, und 1.5 g eines in Ather nicht lislichen, gelbe 
Pulvers. : 

Die Analyse dieser Substanz vom Schmelzpunkt 71,5 bis 72.5 
mittels Verbrennung mit Kupferoxyd gab folgende Resultate: 

1. Abgewogene Menge 0,1222g, 0,3238¢ CO,, 0,1307g H,O. 

2 - 0.1384 g, 0.3667 ¢ CO,, 0,1499g¢ H,O. 


C,,H,,0;. Ber.: C 72,42, H 11,49%. 


Gef.: C 72,26, H 11,96%. 
C 72,26, H 12,11%. 


Bestimmung des Molekulargewichts durch Titration: 
Abgewogene Menge 0,5616g. Verbraucht 0,9959 ¢ KOH. 
Saurezahl 177,3. 

C,,H,,0,. Ber.: Mol.-Gew. 298. 
Gef.: a 316. 
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Die Zahl der Hydroxylgruppen wurde nach der Methode von 
Tschugajew-T serewitinow bestimmt. 

1. Abgewogene Menge 0,2018 g. Volumen von CH, auf 0° und 760 mm, 
reduziert 12,42 cem. 

Hydroxylzah! 0,80. 

2. Abgewogene Menge 0,2082 g. Volumen von CH, auf 0° und 760 mm, 
reduziert 13,35 cem. 

Hydroxylzahl 0,86. 

Auf Grund der angefiihrten Feststellungen kénnen wir behaupten, 
dab die Substanz mit dem Schmelzpunkt 71,5 bis 72,5° ebenfalls eine 
mit der vorher untersuchten isomere Ketostearinsaure ist. 


Das Pulver einer Portion der 7 monatigen Kultur, in der die 
Stiicke véllig fest waren, wurde mit dem Pulver von zwei Portionen 
der 3monatigen Kultur vermischt. Nach einer Reihe von wiederholten 
Kristallisationen erhielt man 1 g eines schneeweiBen Pulvers in Form 
kleiner Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 79 bis 80° und 14g 
eines gelblichen, in Ather nicht léslichen Pulvers. 


Verbrennung nach Liebig. 
1. Abgewogene Menge 0,1439g. 0,3814g CO,, 0,1534g H,0O. 
2. a os 0,1316 g, 0,3490g¢ CO,, 0,1436g¢ H,O. 
C,,H,,0,. Ber.: C 72,42, H 11,49%. 
Gef.: C 72,22, H 11,92%. 
C 72,30, H 12,21 %. 
Bestimmung der Zahl der Hydroxylgruppen nach der Methode 
von T'schugajew-T serewitinow : 
1. Abgewogene Menge 0,2076. Volumen von CH, auf 0° und 760mm, 
reduziert 8,leem. Hydroxylzahl 0,52. 
2. Abgewogene Menge 0,2024. Volumen von CH, auf 0° und 760mm, 


| reduziert 7,54cem. ‘Hydroxylzahl 0,50. 


3. Abgewogene Menge 0,1678. Volumen von CH, auf 0° und 760 mm, 
reduziert 7,18cem. Hydroxylzahl 0,57. 

Die dritte von uns gewonnene Probe mit einem Schmelzpunkt 
von 79 bis 80° unterscheidet sich von den friiher beschriebenen durch 
den geringen Gehalt an Hydroxylgruppen. Fiir diese Tatsache konnten 
wir keine Erklarung finden. Die Méglichkeit weiterer Umwandlungen 
unserer Saure ist nicht ausgeschlossen. 

Damit ist der experimentelle Teil unserer Untersuchung ab- 
geschlossen. Gewisse Resultate sind erzielt worden. 

Anscheinend handelt es sich um eine biochemische Umwandlung 
der Oleinsiure unter der Einwirkung der Stabchenbakterie I in Keto- 
stearinsdure. Unklar bleibt die Stellung der Ketongruppe. 

Von der Struktur der Oleinsiure CH,(CH,),CH — CH(CH,), 
.COOH ausgehend, kann man die Bildung von zwei isomeren 

Biochemische Zeitschrift Band 200. 14 
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Ketonsauren CH,(CH,),CO(CH,),. COOH und CH,(CH,),CO(CH,). 
.COOH annehmen. Die erste Saiure, die von Baruch! gewonnen wurie 
besitzt einen Schmelzpunkt von 76°. Jukow und Schestakow? geben 
fiir sie einen Schmelzpunkt von 72° an. Die zweite Saure hat einen 
Schmelzpunkt von 83°*. 

Leider gibt es keine ausreichenden Methoden fiir die Identifizierung 
der Ketostearinsauren. 

Die einander widersprechenden Angaben der einschlagigen Literatur 
geben uns nicht die Méglichkeit, unsere Produkte mit einer der er. 
wahnten Sauren zu identifizieren 


Zusammenfassung. 


Auf Grund unserer obigen Ausfiihrungen kommen wir zu dem 
SchluB, daB Olivenél, das einen Nahrboden fiir Mikroorganismen dar. 
stellt, von denselben ausgenutzt wird Diese Ausnutzung wird begleitet 
von der Spaltung des Oles, von der Oxydation der in Freiheit gesetzten 
Oleinsiure und von einer weiteren Verainderung des oxydierten Pro. 
duktes. 

Ohne Zweifel wird die Umwandlung der Oleinsdiure von der Bildung 
einer ganzen Reihe von intermediaren Produkten begleitet, zu denen 
mdglicherweise die von uns gefundene Ketostearinsaure C,, H,,0, gehort 

Diese Frage erfordert im weiteren ein gesondertes Studium; unsere 
Arbeit soll diesen Untersuchungen den Weg zeigen 


1 B. 27, 174, 112. 
2 *K. 35, 9; Journ. Pr. (2) 67, 415. 
* Berend, B. 29, 807. 
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Untersuchungen iiber den Abbau 
der Gelatine und des Gelatinepeptons mit Essigsiureanhydrid. 
Isolierung assoziierter Polypeptide. 


Von 


A. Fodor und Chasuva Epstein. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie 
der Hebraischen Universitét Jerusalem.) 


(Eingegangen am 20. April 1928.) 


Unsere friihere Mitteilung! itiber den anhydrolytischen Abbau der 
Gelatine mittels Essigsiureanhydrids bei der Siedetemperatur des 
letzteren erfuhr in ihrem experimentellen Inhalt infolge einer Natur- 
katastrophe® einen plétzlichen Abbruch. Aus diesem Grunde mub 
hier zunachst eine Erginzung folgen, dariiber hinaus folgt aber auch 
eine Erweiterung unserer Versuche iiber den gleichen Gegenstand. 

Wie auseinandergesetzt wurde, konnten unter den Spaltprodukten 
des mit Essigsiureanhydrid durchgefiihrten Abbaues der Gelatine 
Polymerisate und Assoziate von Dipeptiden, insbesondere des Oxy- 
prolylalanins, sowie Oxyprolylglycins aufgefunden werden, die infolge 
des Vorerhitzens im Vakuum behufs Analyse in mehr oder minder 
stark anhydrisierter Form zu letzterer gelangten, obwohl sie urspriinglich, 
d.h. nach der unmittelbaren Isolierung und Reinigung, keine An- 
hydride darstellten. Etwa 50°, der Gesamtausbeute an diesen Produkten 
entsprach den genannten polymeren und assoziierten Dipeptiden vom 
Molekulargewicht etwa 800. Die Frage, ob diese Polymerisation bzw. 
Assoziation sekundar, d. h. unter Einwirkung des Essigsiureanhydrids, 
erfolgt, oder aber ob dergleichen Komplexe bereits in der Gelatine 
vorgebildet sind, wurde zunichst offen gelassen. Beinahe gleichzeitig 
mit uns teilten HE. Abderhalden und H. Sickel* den Befund einer eigen- 
artigen Kombination von a-Alanyltryptophan und dessen Anhydrid 
mit, die weder NH,-Gruppen noch eine Fahigkeit zur Salzbildung 
aufwies. Auf Grund neuer, im folgenden zu berichtenden Versuchs- 
ergebnisse bei der Behandlung des Gelatinepeptons mit Essigsiure- 


1 A, Fodor und Ch. Epstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 222, 1927. 
2 Dieselben, ebendaselbst 171, 234 (FuBnote), 1927. 
8 Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 93, 1927. 
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anhydrid gelangten wir zu der Ansicht, daB die Entstehung dieser Po|y 
merisate, wenigstens der so hochmolekularen Komplexe, in sekundiire 
Weise doch nicht ganz ausgeschlossen ist, da das kryoskopisch 
mittelte Molekulargewicht des Peptons etwa 400 betragt, wahren 
ein Teil der essigsiureanhydridisch erhaltenen Abbauprodukte vie! 
héhere Werte erreicht. Allerdings entspricht diese Zahl dem resultic 
renden Molekulargewicht und sagt nichts iiber die einzelnen Kom. 
ponenten im Pepton aus, die sich untereinander kompensieren kénnen 
um das Mittel 400 zu ergeben!. 

Erst muBten wir Beweise dafiir ausfindig machen, daB die von 
uns isolierten und analysierten Polypeptidpolymerisate wirklich den 
erwahnten Dipeptiden entsprechen, d.h. daB sie die auf Grund ihrer 
analytischen Ergebnisse vermutete Natur besitzen. Das erstere lit 
sich rasch und einwandfrei beweisen, indem man das Verhiiltnis 
Amino-N : Gesamt-N nach erfolgter Hydrolyse ermittelt. Ist namlich 
ein Oxyprolyl- oder ein Prolyldipeptid, wie Oxyprolylalanin, -glycin usw 
im Spiele, so erhalt man fiir diese Verhaltniszahl den Wert 1: 2, da 
das Oxyprolin bzw. Prolin bekanntlich keinen Aminostickstoff enthalt 
und ein solcher ausschlieBlich von der zweiten Komponente des Di. 
peptids herriithren kann. In der Tat liefert die in der besagten Mitteilung 
als 4 (C,H,,N,O,) — 3 H,O, d. h. 4 Mol. Oxyprolylalanin — 3 Mol 
H,O erkannte Fraktion 1A, sowie die analytisch als 4 (C,H,,N,0, 

H,0O identifizierte Fraktion I (MolekulargréBen 808 bzw. 800) fiir 
das Verhiltnis Amino-N: Gesamt-N im Saurehydrolysat mit sehr 
befriedigender Genauigkeit den Wert 4. Nicht so die von uns nicht 
analysierten héheren Fraktionen III bis VIII. Fraktion III ergab die 
Verhiltniszahl 2/3 3. 

Die aus dem Abbaugemisch isolierten Produkte stellen somit Poly- 
merisate bzw. Assoziate von Oxyprolyl- (bzw. Prolyl-) dipeptiden vor 
Wie friiher erwaihnt wurde, spricht der Fortfall der Ninhydrinreaktion 
sowie die Abwesenheit von Amino-N nach van Slykes und Sérensens 
Methoden dafiir, daB das Prolin bzw. Oxyprolin mit dem Carboxy! in 
die Aminogruppe des zweiten Bausteins eingreift. 

Die Bausteinanalyse, die vorgenommen wurde, um die Ergebnisse 
der Elementaranalyse und N-Bestimmungen, sowie des sich im Hydro- 
Amino-N 
Gesamt-N 
einige Schwierigkeiten, da sich die Léslichkeitsverhaltnisse des Oxy- 
prolins in Gegenwart reichlicher Alanin- und Glykokollmengen, sowie 
seines Kupfersalzes im Gemisch mit den Kupfersalzen letzterer nicht 


lysat ergebenden Verhaltnisses zu kontrollieren, bereitete 


! Es besteht unsererseits die Absicht, diese Frage durch die direkte 
Behandlung von Prolylalanin mit Essigséureanhydrid zu entscheiden. 
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ynbedeutend veranderte. Ein unmittelbarer RiickschluB aus dem 
Verhalten der reinen Substanzen auf die Léslichkeiten in Gemischen 
kommt nicht in Betracht. Wir muBten somit versuchend vorgehen 
und die einzelnen Fraktionen in individueller Weise abscheiden und 
identifizieren. Die Léslichkeit des Oxyprolins im Gemisch mit Glykokoil 
und Alanin in Alkohol ist nicht unbedeutend, und auch sein Kupfersalz 
verhalt sich in Gesellschaft der anderen Kupfersalze analog. Das 
Gesamtergebnis der Bausteinbestimmung kann so zusammengefabt 
werden, daB wir Kupfersalze abgeschieden haben, die fiir Oxyprolin, 
d, |-Alanin sehr gut, fiir Glykokoll etwas weniger gut stimmende Werte 
gaben. Die weitere Reinigung der Glykokollfraktion war jedoch bei 
den zur Verfiigung stehenden geringen Substanzmengen nicht durch- 
fihrbar. AuBerdem erhielten wir Gemische von Oxyprolinkupfer mit 
Alaninkupfer, die urspriinglich (entgegen den sich auf die chemisch 
reinen Substanzen beziehenden Angaben) in absolutem Alkohol merklich 
lislich waren und sich nach und nach aus diesem abgeschieden haben 
s. Versuchsteil). 

Anhaltspunkte fiir die Beteiligung anderer als der drei genannten 
Aminosauren in den ersten Fraktionen der Abbauprodukte (IA bis 11) 
liegen keinesfalls vor. 

Ferner wurde von uns festgestellt, dal diese polymeren Dipeptide 
der fermentativen Spaltung unterliegen. Wohlgemerkt, wir vermieden 
die Vorerhitzung dieser Produkte, wie dies etwa die Elementaranalyse 
nétig macht, um ihre totale oder partielle Anhydrisierung zu vermeiden. 
Wir begniigten uns mit im Exsikkator getrockneten Substanzen. Die 
fermentative Spaltbarkeit spricht offenbar gegen die anhydridische 
Natur der urspriinglichen Produkte, wie sie unmittelbar isoliert werden. 
Die Spaltung wurde mit Hefemazeraten erfolgreich durchgefiihrt, 
wogegen Pankreatinpraparat nicht gut wirkte. Zu betonen ist, daB 
das angewandte Pankreatinpraparat (der Firma Parke, Davis u. Co.) 
auf Gelatinepepton auBerordentlich stark eingewirkt hat, woriiber 
in der folgenden Mitteilung Naheres berichtet wird!. 

, ee, ae 

Die Analyse, das Verhaltnis — ——im Hydrolysat und die 

y Gesamt-N : ‘ 
fermentative Spaltbarkeit durch Hefemazerat sind somit beweisend 
genug, um die Auffassung zu bekriftigen, daB in den genannten unter- 
suchten Produkten polypeptidartige Verbindungen, und zwar Di- 
peptide, vorliegen und keine Dioxopiperazine, die erst sekundir ent- 
stehen kénnen, insbesondere beim stairkeren Erhitzen im Vakuum der 
trockenen Koérper. Es ist fraglich, ja sogar sehr zweifelhaft, ob Anhy- 
dride von der Natur der Diketopiperazine in der Gelatine vorgebildet sind. 


1 A. Fodor und R. Schoenfeld. 
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In ahnlicher Weise, wie wir friiher Gelatine mit siedendem Essig. 
siureanhydrid behandelt haben, wurde Gelatinepepton, durch eine er. 
schépfende Pepsinverdauung aus Gelatine dargestellt, mit diesem 
Mittel behandelt. Das Pepton gab als kryoskopisch ermittelten Wert 
der MolekulargréBe 393, also etwa 400. Aus der das Reaktionsgemisc)) 
darstellenden Lésung wurden nach Verdampfen des Anhydrids etwa 
70°, des Produkts an Gewicht wiedergewonnen und in etwa 13 Frak 
tionen isoliert. Die Fraktionierung geschah hier mit Hilfe absolutey 
bzw. verdiinnten Alkohols mit oder ohne Atherzusatz (woriiber mar 
sich im Versuchsteil naher orientieren kann). Die Hauptfraktionen 
gelangten zur Analyse, ihr Molekulargewicht sowie ihre optische 


Amino-N 


Drehung wurden ermittelt und die Beziehung ~ — in ihren Saure. 
‘ Gesamt-N 


hydrolysaten festgestellt. Merkwiirdigerweise zeigten sich in den 
analytischen Daten, sowie in den letzteren Verhiltniszahlen kein 
nennenswerten Unterschiede unter den einzelnen Fraktionen und 


; — Amino-N 
was den Bruch - — 
Gesamt-N 


dem Gelatinepepton. GréBer sind schon die Abweichungen in den 
MolekulargréBen und auch der optischen Drehungswerte. So zeigten 
einander recht entfernt stehende Fraktionen (Ib, Ila, A und @) folgenc 
Werte: 


anbelangt, auch nicht beim Vergleich mit 





N HysN 


H N M [«}p Gesamt-N 


49.98 6.16 14,59 669 — 94,12° 
51.01 6.40 14,99 800 92.50 
51,84 6,60 14.63 726 83,40 
45.91 6,35 14.62 361 — 84,21 


tO lO DO bO 


Mittel: 50,33 6,37 14,68 


Da die Abweichung vom mittleren C-Gehalt die erlaubte Grenz 
(von etwa 2°.,) nur bei A iiberschreitet (sie betragt hier 3°.,), was durch 
die schwierige Reinigung und Verbrennung dieser Substanzen bedingt 
sein kann), so gehen wir nicht fehl, wenn wir sie chemisch als identisclv 
Stoffe ansehen, die sich nur durch ihren Polymerisationsgrad und ihr 
polarimetrische Drehung und ceteris paribus durch ihr physiko-chemi- 
sches Verhalten voneinander unterscheiden. 

Die Ubereinstimmung wird noch gréBer, wenn wir vernehmen 


Amino-N . 
daB auch die Verhaltniszahlen —————— in den Hydrolysaten nahezu 
Gesamt-N 


identische Werte, nimlich 2/3,1 im Mittel, ergeben (auch hier fallt A 
ein wenig aus der Reihe), daB ferner Gelatinepepton die gleiche Zab! 
namlich 2/3,1, lieferte. 
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Hinsichtlich der iibrigen (nicht analysierten) Fraktionen ist folgendes 
hervorzuheben: Ihre MolekulargréBen bewegen sich zwischen 1491 und 
283, ihre Drehungswerte zwischen — 94,3° und — 86,26°. Ihre Gewichts- 
mengen waren jedoch zu klein, um sie der Analyse zu unterwerfen. 

Die Fraktionen enthalten keinen freien Aminostickstoff, geben 
keine Ninhydrinreaktion und enthalten qualitativ nachweisbare 
Acetylreste. 


Wir finden somit bei einer chemisch weitgehenden Ubereinstimmung 
dieser Substanzen bedeutende physikalische Abweichungen, die nicht 
allein in unterschiedlichen MolekulargréBen und Drehungen, sondern 
auch noch in anderer Form zutage treten. Betrachten wir zuniachst 
die Léslichkeiten. In Wasser sind sie alle leicht léslich und bilden ent- 
sprechend den geringen Fiarbungen, die die festen Substanzen selbst 


aufweisen, so gut wie ungefarbte wasserige Lisungen. 

Unterschiedlich ist die Léslichkeit in absolutem Alkohol. Der 
Typus von Fraktion Ib oder Ila lést sich in absolutem Alkohol gar 
nicht auf, wohl in verdiinntem, etwa 90°,igem. Typus A bleibt bei 
der Behandlung des Reaktionsgemisches mit absolutem Alkohol zu- 
nachst gelist, scheidet sich jedoch aus den Filtraten in wenigen Stunden 
schon ab, um sich sodann wie Ib bzw. Ila zu verhalten. Typus @ bleibt 
in den letzten absolut-alkoholischen Mutterlaugen gelist und scheidet 
sich mit Ather aus letzteren ab, verliert aber seine Léslichkeit in abso- 
lutem Alkohol nicht. Vielleicht steht dieses Verhalten mit dem niederen 
Molekulargewicht im Zusammenhang, da sich auch andere Fraktionen 
von geringer MolekulargréBe ahnlich verhalten haben. 

Damit wurden jedoch die physikalischen Eigenschaften bzw. 
Unterschiedlichkeiten noch nicht erschépfend behandelt. Interessante 
Beobachtungen lieBen sich beim Erhitzen der Fraktionen Ib, Ila und A 
(bzw. ahnlicher Typen unter den iibrigen Fraktionen) in wasseriger 
Lésung machen: bereits bei Handwirme beginnt die Lésung sich 
sichtbar zu triiben, sie wird bei 50 bis 60° sehr triibe und flockt etwas 
spater, d.h. bei weiterer Erhéhung der Temperatur, in Form typisch 
kolloider Flocken, ganz aus. Bei der Abkiihlung der Lésung, etwa 
durch Hineinbringen des Reagenzglases in Eiswasser, list sich wieder 
alles klar auf und die Lésung wird wie zuvor. Man kann dieses Spiel 
so oft man will wiederholen. 

Typus @ verhalt sich auch hierbei anders und bleibt beim Erhitzen 
seiner wiasserigen Lésung unverandert. 

Verfolgt man das Phinomen unter dem Ultramikroskop, so beob- 
achtet man zunichst eine typisch kolloide Lésung mit Brownscher 
Bewegung ihrer Teilchen, die sich beim Erwiarmen der Kiivette zu 
unbewegten Aggregaten vereinigen. Wir haben es also in diesen Sub- 
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stanzen mit kolloid-disperser Materie zu tun, die einer reversiblen Hit 
koagulation unterliegt. 

Nunmehr ist es wichtig festzustellen, daB auch unter den Produkten 
der Einwirkung von Essigsiureanhydrid auf Gelatine dieser Typus 
nicht fehlt. Die héheren, in absolutem Alkohol sehr schwer léslichen 
Fraktionen lassen die gleichen Eigenschaften, insbesondere die reversi!)le 
Hitzekoagulation erkennen, ebenso lat sich in ihnen auf qualitativem 
Wege Acetyl nachweisen, wiewohl diese Produkte nicht das schén 
kristallinische, farblose Aussehen der Peptonprodukte besitzen. 

Ein Unterschied im Verhalten der Gelatine gegeniiber dem Pepton 
ist somit zwar sicherlich vorhanden, jedoch keinesfalls vollkommen 
zu nennen. Er besteht hauptsachlich darin, daB hier, im Falle ces 
Peptons, Produkte vom Typus des Oxyprolylalanins bzw. -glycins, 
Aniao-B den Wert |, ergeben, nicht aufgefunden 
Gesamt-N 5 
wurden. Diese Verhaltniszahlen erreichen bei den Peptonfraktionen 
Werte, die in unmittelbarer Nahe des Verhiltnisses, das vom Gelatine- 
peptonhydrolysat selbst gegeben wird: 2/3,1 bleiben. Dadurch, dai 
die Gelatine der Pepsinwirkung unterworfen wurde, vollzog sich eine 
Umwandlung, die die Abspaltung von v = !.-Komplexen nicht mehr 
erlaubt und bewirkt, daB die entstehenden Produkte ihrem Baustein- 
gehalt nach vom Pepton kaum abweichen. Es liegt der Fall so, als 
wire ein einheitliches ,,Peptonmolekil acetyliert und das Acety!- 
produkt in sekundarer Weise der Polymerisation in verschieden hohem 
Grade unterworfen worden. Daneben vollzog sich in ganz untergeord- 
netem Mabe eine Spaltung in Fraktionen von niederer Molekulargrébe 
wofiir der Typus @ den Beweis liefert. Der Zerfall in Komponenten 
von V = 1/2 und V = 1/3,3 blieb beim Pepton jedoch, wenigstens in 
bedeutenderem Ausma®, das der Beobachtung nicht entgeht, aus, 
eine Tatsache, mit der wir uns in theoretischer Weise zu befassen 


deren Hydrolysate als 


haben werden. 

Fiir den Eintritt von Acetylgruppen in die freien Aminogruppen 
des Peptons, deren Menge, nach Sérensens Methode ermittelt, rund 1°, 
betragt (neben 16°, Gesamt-N), spricht auch die folgende Rechnung 
Bei der Substitution zweier H-Atome durch Acetyl bei 1°, Amino-N.- 
Gehalt wird die Zahl 16°, fiir den Gesamtstickstoff auf 15,1 erniedrigt 
Unsere Durchschnittswerte fiir den N-Gehalt der Fraktionen betragen 
allerdings weniger, namlich 14,62. Nun mégen auBer freien N H,,- 
Gruppen auch noch anderweitige Acetylierungen eingetreten sein, 
etwa von OH-Gruppen, so daB die Zahl 14,62 durchaus im Rahmen 
der Méglichkeit einer Acetylierung gelegen ist. Die weitere Untersuchung 
dieser Produkte, die erst nach ihrer Darstellung in gréBeren Mengen 
erfolgreich sein wird, ist im Gange. 
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Abbau der Gelatine mit Essigsiureanhydrid. 


Versuche. 


, Amino-N 
1, Bestimmung von — . V in Hydrolysaten der aus Gelatine' 
Gesamt-N 


gewonnenen Fraktionen I, I A, III. 


Die Hydrolyse erfolgte am RiickfluB mit siedender 20 °,iger Schwefel- 
saure. 
Fraktion I. 2 cem Hydrolysat geben nach van Slyke 2,38 und 2,41 cem N 
16°, 685,8 mm), entsprechend 0,058°, Amino-N; 1l10cem Hydrolysat 
verbrauchen nach Kjeldahl 7,25cem n/10 H,SO,, entsprechend 0,1016°, 
Gesamt-N; 
0,058 


- etwa 1/2. 
0.1016 


Fraktion] A. 2cem Hydrolysat geben 2,11 und 2,l5cem N (12°, 
686 mm), entsprechend 0,053 °, Amino-N; 15 cem Hydrolysat verbrauchen 
nach Kjeldahl 10,50 cem n/10H,SO,, entsprechend 0,0981°, Gesamt-N ; 

0,052 


etwa 1/2. 
0.098 . 


Fraktion IIIT. leem Hydrolysat gibt 2,05 und 2,03cem N (17°, 
686 mm), entsprechend 0,098 °, Amino-N; 10 cem Hydrolysat verbrauchen 
nach Kjeldahl 11,7cem n/10H,SO,, entsprechend 0,16°, Gesamt-N; 

0,098 


=: 2/3,3 
= 2 /3,3. 
0,163 
2. Bausteinbestimmung in 8,5 g der ersten, aus Gelatine + Essigsdureanhydrid 
gewonnenen Fraktionen. 

Der Hydrolysierriickstand, der beim Eindampfen des Salzséure- 
hydrolysats im Vakuum erhalten wurde, wurde Extraktionen unterworfen, 
deren Gang aus der folgenden Tabelle ersichtlich ist: 


Hydrolysierrickstand 
abs. | Alkohol 


POMC 
Losung Rickstand 
(unreiner Sirup in ; : 
geringen Mengen) Methyl/ alkohol 


Lésung Riackstand 


Kupfersalz I Kupfersalz II 
abs. | Alkohol (Glykokollkupfer) 


mit Alkohol behandeltes Kupfersalz I; C (Ge- 
misch von Alaninkupfer + Oxyprolinkupfer) 


alkohol. Lésung der Kupfersalze 


Abscheidung A Abscheidung B 
(Alaninkupfer) (Oxyprolinkupfer) 


'‘ Dazu Fodor und Epstein, Zeitschr. f. physiol. Chem., |. c. 








I. 
II. 


3 
II. 


IIl. 


A. Fodor u. 


Analysen. 


Ch. Epstein : 


0,0659 g Substanz geben 0,0204 ¢ CuO 


30,96 ° Cud. 


0,2067 g a & 0,0504 ¢g CuO 24,38°,, CuO. 
0,2380 ¢ _ 0,0648 g CuO 27,81 % CuO. 
0,2310 ¢ - »  0,0774g¢ CuO 33.51% CuO. 
0,0563 g ‘a » 90,0189 ¢ CuO 33,57 % CuO. 


Berechnetes CuO fiir: 
Prolinkupfer . 27,27 ° 
Oxyprolinkupfer 
d, 1- Alaninkupfer 
SO eee Te eee 
Molekulares Gemisch von d, |- Alanin- 
kupfer + Oxyprolinkupfer 


24,50 % 
30,90 ©, 
34,42 % 


1 H,O 
27,70 % 


3. Fermentversuche mit den Gelatineprodukten. 
a) Mit Hefemazeraten (M.S8.). 
Fraktion III. 


10cem H,O, 
l0cem 4°,iger Lésung von 
Phosphat, 25cem M.S. 

37°. 10ccm verbrauchen nach der Formolmethode: 


25cem M. 8. 
sekundires 


10 cem sekundéres Phosphat, 
Fraktion III, 


10 cem 





Zeit I (Kontrolle) Il Differenz 
Stunden com n/10 NaOH 
20 1,80 1,90 0.10 
68 2,45 3,50 1.05 
Kontrolle: 10cem H,O, 10cem Phosphat, 25cem M. 8. 


Serie b (Fraktion IT): 10 cem 3,5 °Ziger Lésung, 10 cem Phosphat, 
25cem M.S. 
Serie b (Fraktion IIT): 10 cem 4° ,iger Lésung, 10 cem Phosphat, 
25ccem M.S. 

37°. 10ccem wurden fiir jede Titration genommen. 





Zeit 
Stunden 
40 
| 88 
| 192 


I (Kontrolle) II Differenz Il Differenz 
com n/10 NaOH 
1,90 2,85 0,95 2.80 0.90 
2.30 4,00 1,70 25 1.95 
2,40 4.15 1,75 4,70 2,30 


b) Mit Pankreatin (Parke, Davis u. Co.). 
(Kontrolle) 20 cem sekundéres Phosphat 0,10 g Pankreatin. 
0,3 g Fraktion I A, 20 cem sekundares Phosphat, 0,10 g Pankreatin. 
¢= 0. 
0,0lcem N, 
0,40 cem N (15°, 686 mm). 


2cem der Lésung: 
2ceem der Lésung: 
t = 48 Stunden. 


0,0leem N. 
0,90 cem N (15°, 686 mm). 


2ccm der Lésung: 
2ecm der Lésung: 
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Zeit me 


Stunden 


0 0,07 
48 0,16 


4. Gelatinepepton + Essigsdureanhydrid. 


Die Bereitung des Peptons erfolgte aus der Gelatine durch Pepsin- 
Salzsiure. Nach Verdampfung des neutralisierten Verdauungsgemisches 
im Vakuum wurde der methylalkoholische Extrakt des Riickstandes 
mit Athylalkohol zur Fillung gebracht, die Substanz abgesaugt, 
gewaschen und getrocknet. Das so dargestellte Pepton besab folgende 
Kigenschaften: 

Analyse. 

a) 0,1374g¢ Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 15,8ccm n/10 
H,S0O,, entsprechend 16,11°, N; 0,1234g Substanz: 14,0 cem 
n/10 H,SO,, entsprechend 15,99°% N. 
10cem einer 4,385°% igen Lésung verbrauchen nach Sdérensen 
3,20 ccm n/10 NaOH, entsprechend 1,02°, Amino-N; 2 cem einer 
4,385 °,igen Lésung geben nach van Slyke 1,40 ccm N (13° 686 mm), 
entsprechend 0,75°, Amino-N; 2cem einer 4,40° igen Lésung: 
1,30 cem N (15°, 686 mm), entsprechend 0,77°, Amino-N. 

c) 0,8092 g¢ Substanz in 20g H,O gelést, 4 0,195°, M 393. 

d) Pepsin wirkt auf das Peptonpraéparat nicht ein: 2cem Lésung 

lg Pepton + 0,1g Pepsin + 20cem n/100 HCl geben nach 
0 Tagen 1,84cem N nach van Slyke, nach 12 Tagen 1,84ccem N. 

30 g des trockenen Peptons wurden in genau gleicher Weise, wie 
friiher die Gelatine, mit Essigsaureanhydrid bei Siedehitze behandelt 
(auf 30g wurden 150g Anhydrid verwendet); die Flissigkeit wurde 
im Vakuum verdampft und‘ der Rickstand mit siedendem absoluten 
Alkohol behandelt. Ein Teil lést sich im Alkohol tiberhaupt nicht auf 
und wurde mechanisch in mehreren Fraktionen mit dem Alkohol 
herausgespiilt : 

Fraktion I, IL und IIL. 

Zu jeder dieser Fraktionen gehérte demnach eine alkoholische 
Spiilfliissigkeit, aus der sich beim 48stiindigem Stehen je eine feste 
Substanz ausschied: 

A, B und C. 


Die Filtrate von diesen Abscheidungen, 


F,, Fy, und Fe, 
wurden vereinigt verdampft, und der erhaltene Riickstand wurde 
mit Ather verrieben. Die fest gewordene Masse gab nach Wiederaus- 
fallung ihrer absoluten alkoholischen Lisung mit Ather eine schine 
feste Fdllung 0, die abgetrennt, gewaschen und getrocknet wurde. 
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Auch die Substanzen I, II, IIT, A, B und C besitzen einen schénen 
hellen, kristallinisch aussehenden Habitus, liésen sich jedoch im Gegen 
satz zu § nur in Wasser oder verdiinntem Alkohol auf, indes sich 6 
auch in absolutem Alkohol leicht auflést. Alle sechs Fraktionen zeigen 
die zuvor beschriebene reversible Hitzekoagulation, nicht aber @. 

Ausheuten: 1. 6,95 g, IL 4,15 ¢g, IL 320g, A 120g, B O50¢ 
C 045g, 06 5,5g. AuBerdem verblieben in den Mutterlaugen von 4 
B und C noch 0,6 g alkohollésliches Produkt. Die Gesamtausbeute von 
20,4 g¢ betrigt somit 68°). 

I, If und III, d.h. also dem Gewicht nach die Hauptmengen 
wurden weiter in der Weise fraktioniert, daB ihre konzentrierten, 
wisserigen Lésungen stufenweise mit absolutem Alkohol versetzt und 
die entstandenen Ausscheidungen abgetrennt wurden. 

Auf diesem Wege erhielten wir aus der Fraktion I vier weitere 
Fraktionen la bis Id, aus Fraktion Il zwei weitere: Ila und I} 
Fraktionen La bis le verhielten sich in physikalischer Beziehung ziemlich 
gleichartig, sie waren in absolutem Alkohol unléslich und gaben die 
reversible Hitzekoagulation. Ebenso verhielten sich Ila und II} 
Unterschiedlich dagegen war der Charakter von Id, sowie des Produktes, 
das sich im Filtrat von Il b vorfand, dessen Menge aber zu geringfiigig 
war, um einer weiteren Untersuchung unterzogen zu werden. Diese 
in absolutem Alkohol léslichen Fraktionen geben keine Hitzekoagulation 


und besitzen den Habitus von 0 bzw. der in den Mutterlaugen von 4. 
B und C verbleibenden Substanzen. Sie besaBen auch die niedrigsten 
MolekulargréBen. 


a) Analysen. 


(Die Substanzen wurden bei 105¢imVakuum zur Gewichtskonstanz gebracht.) 





Substanz | Ber. C H 
mg °%lo %o 


Fraktion Ib : 
3,625 6,625 mg CO, + 1,975 mg H,O 
3,600 6615, , +2000, , 
3.885 0,5243 com N (21°, 724 mm) 
3,710 Games « « Car, tae on) 


Fraktion Ila 
3,530 6,605 mg CO, + 2,030 mg H,O 
8,615 es «. ees: Je 
4,125 0,5684 cem N (22°, 724 mm) 
3,795 0,5248 , , (21°, 727 , ) 


Fraktion A 
4,380 8,310 mg CO, + 2,620 mg H,O 
4,340 8265. , +2530, , 
3,640 0,490 com N (20°, 727 mm) 
8,710 0,4949 , , (20°, 728 , ) 
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Abbau der Gelatine mit Essigsiureanhydrid. 


a) Analysen (Fortsetzung). 





Substanz Ber. C 
mg . 


Fraktion @ 
4,095 7,335 mg CO, + 2,320 mg H, 0 
3,555 Ce. « eee ns 
3,675 90,4949 cem N (21°, 725 mm) 
3,740 0,5047 , , (19°, 720 , ) 


Amino-N . ' , pee . 
. ; ins Hydrolysat (mit 20°, H,SO, bei Siedehitze gewonnen). 
Gesamt-N ; . F 

Fraktion Ib. 1 cem Hydrolysat gab 1,65 und 1,67 cem N (13°, 686 mm), 
entsprechend 0,818 °, Amino-N; 10cem Hydrolysat verbrauchen 9,15 und 
9,10 cem n/10 Séure nach Kjeldahl, entsprechend 1,28°, Gesamt-N; 


y 0,82 31 
~ ~+2,38 ay 
Fraktion IIa. 1 cem Hydrolysat: 1,72 und 1,71 cem N (16°, 686 mm), 
entsprechend 0,082 Amino-N; 10 cem Hydrolysat: 8,70 cem n/10 Séure 
nach Kjeldahl entsprechend 1,22°, Gesamt-N; 


Fraktion A. lecm Hydrolysat: 1,57 und 1,59 cem: N (14°, 686 mm), 
entsprechend 0,76°, Amino-N; 10 cem Hydrolysat: 8,90 cem n/10 Séure 
nach Kjeldahl entsprechend 1,247°% Gesamt-N; 


_ 0,76 2/3.3 
= 195 = 2/48. 
Fraktion 8. leem Hydrolysat: 2,40 cem N (14°, 686 mm), entsprechend 
0,118°, Amino-N; 10cem Hydrolysat: 13,50 und 13,55 cem n/10 Séure 
nach Kjeldahl entsprechend 1,894°, Gesamt-N ; 


0,118 213.9 
1894“ 


c) Molekulargewichte (ermittelt durch Kryoskopie der wdsserigen Lésungen). 





, Gewicht L = Lésungsmittel «.19 
Substanz — e 4 M = 1007 
g g£ 4s 


0.9416 an 0,060° 1491 
0,8098 20 O115 
0,8950 20 0,300 
0,9688 20 0,115 
0.8315 20 0.220 
0.9932 20 0,130 
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d) Spezifische Drehungen (in wdsseriger Lésung). 








la. 
Ib. 
Ic. 
Id. 
Ila 

IIb 
Mi) 


Lésun 
Substanz s 


0.9970 
0.9775 
0.9575 
0.9970 
1,0025 
1.0000 
0,9975 
0.8865 


©) »»Gehalt 


a’ 


(in 1«dmsRohr) 


0,94 
— 0,92 
— 0,87 
— 0,86 
— 0,93 
— 0,92 
— 0,84 
— 0,74 


— 94,28° 


[<};) 


- 94,12 


— 99,86 


86,26 
92,50 
92.00 


— 84,21 


83,40 














Uber den Abbau der Gelatine durch Glycerin unter 
verschiedenen Bedingungen. Isolierung eines nichtkolloiden, 
durch Pepsin spaltbaren Zwischenprodukts. 


Von 
A. Fodor und R. Schoenfeld. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie 
der Hebraischen Universitat Jerusalem.) 


(Eingegangen am 21. April 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorangehenden Mitteilung des einen von uns (Fodor) mit 
Ch. Epstein wurde auseinandergesetzt, daB bei der Behandlung von 
Gelatine mit siedendem Essigsiureanhydrid ein Gemisch anhydro- 
lytischer Spaltprodukte der Gelatine hervorgeht, aus dem die Isolierung 
von Substanzen in befriedigender Ausbeute gelang, die auf Grund der 
analytischen Ergebnisse und Molekulargewichtsbestimmungen als asso- 
ziierte Dipeptide des Oxyprolins anzusprechen sind. Die Assoziation 
bzw. Polymerisation ist méglicherweise der sekundiren Emwirkung 
des Essigséureanhydrids zuzuschreiben, da Gelatinepepton, dessen 
kryoskopische Werte etwa 400 betrugen, mit der gleichen Fliissigkeit 
Produkte von weit héheren Molekulargewichten, bis 1500, gab, so 
da8 also mit einer kondensierenden Wirkung im Sinne einer Assoziation 
bzw. Polymerisation gerechnet werden muB. Diese Substanzen sind 
fermentativ spaltbar, kénnen also schon aus diesem Grunde keine 
Anhydride vom Charakter der Dioxopiperazine darstellen. An- 
hydridische Verbindungen entstehen jedoch aus ihnen beim Erhitzen 
im Vakuum auf etwa 105°, wie dies die Vorbereitung zur Analyse 
erforderlich macht. 

Bedeutungsvoll ist die Unterschiedlichkeit zwischen Gelatine und 
Gelatinepepton. Wiewohl die Zusammensetzung beider an Bausteinen 


Amino-N 
nicht sehr abweichend sein kann enn = V betriagt nach der 
Gesamt-N 


totalen Hydrolyse bei beiden etwa 2/3), erhalt man aus dem Pepton 
mit Essigsiureanhydrid unter gleichen Bedingungen keine Oxyproly!l- 











224 A. Fodor u. R. Schoenfeld: 
dipeptide. Vielmehr erweisen sich alle Fraktionen als analytisch auBerst 
ahnlich, und nur in physikalisch-chemischer Beziehung sind sie von. 
einander abweichend. Insbesondere sind ihre MolekulargréBen und 
kolloiden Eigenschaften verschieden, wobei man aber die polymeri. 
sierende Wirkung des Essigsiureanhydrids beriicksichtigen muB, der. 
zufolge verschieden hohe polymere Stufen gebildet werden kénnen 
Die anhydrolytische Spaltung vollzieht sich somit mit Essigsiure. 
anhydrid andersartig als bei der Gelatine, eine Tatsache, die bei cer 
theoretischen Diskussion der Pepsinwirkung sehr stark beriicksichtigt 
werden mub. Die Verhaltnisziffer V betragt bei den Hauptfraktionen 
der Peptonprodukte, die aus der Behandlung mit Essigsiureanhydrid 
hervorgehen, nahezu 2/3, ein geringerer Bruchteil besaB V = 2/3,2 bis 
2/3,3. Wir sehen somit, daB hier die Spaltung andere Wege ging als 
bei der Gelatine, bei der die Hauptfraktionen die Zahlen V = 1/2 und 
V = 2/3,3 ergaben. 

Der Einwand, daB die Fraktion von V = 1/2 bei der Peptonspaltung 
womodglich unseren Beobachtungen entgangen sein konnte, ist aus 
dem Grunde unhaltbar, weil gerade die Isolierung der entsprechenden 
Reaktionsprodukte bei der Aufarbeitung der Gelatine ganz leicht 
gelang und bei der des Peptons auBerdem der Vorteil einer bedeutend 
reineren und iibersichtlicheren Arbeit bestand. 

Die besprochenen Erfahrungen brachten uns auf den Gedanken 
die auch auf anderen Gebieten hochmolekularer Verbindungen mit 
Vorteil eingefiihrte Methode des Hitzeabbaues mittels Glycerins zu 
versuchen!. Wir versprachen uns von ihr in erster Reihe die Vermeidung 
polymerisierender Wirkungen, die sich bei der Arbeit mit Essigsiure- 
anhydrid vielleicht doch nicht umgehen lassen. 

Die Ergebnisse, die wir bei der Behandlung der Gelatine mit 
wasserfreiem Glycerin erzielen konnten, bestehen, kurz zusammengefabt, 
in folgenden: 

a) Erhitzt man die Gelatine mit dem Glycerin etwa 2 Stunden 
lang auf etwa 180°, so lést sich erstere véllig auf. Nach der Abscheidung 
der Reaktionsprodukte aus der erkalteten Glycerinlésung durch ab- 
soluten Alkohol erhalt man zuniachst gummiartige Massen, die sich 
jedoch aus der wasserigen Lésung mit absolutem Alkohol in Fraktionen 
von kristallinischem Habitus trennen lassen. Leider stehen hier der 
Reinigung noch mehr Hindernisse im Wege als bei der Aufarbeitung 
der Gelatine-Essigsiureanhydridgemische. Trotz weitgehender Frak- 
tionierung gelang es nur bei einer Fraktion (III) eine Analyse zu er- 


1 Gleichzeitig mit unseren Versuchen erschien die Mitteilung von 
Keita Shibata, Chem. Centralbl. 1927, II, 2141 und 2156, in der die gleiche 
Methode angewandt wird. 
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halten, die auf ein Reinprodukt annahernd stimmt; in den anderen 
Fallen liegen Gemische vor, deren weitere Reinigung mit Schwierig- 
keiten verbunden war. Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht 
der aus 100g Silberdruckgelatine bei 180° erhaltenen Produkte: 





Fraktionen (nach zunehmenden  * 


Léslichkeiten geordnet) kryoskopisch) 


20 v . 
[«]> | (ttydrolysat) Analyse 


| IA 454 — 65,71° _ Ci, Hg Ng Oo 
(8.3 g) 4 LB (Hauptprodukt) 464 70,50 1/1 
IC 488 - 76,59 — 
II 345 
Ila 310 2/ 
(i2¢) I 315 1.8 
IITa 333 72,0 1,8 


3 
(1/2) 
(1/2) Cig Hyg Ng Og 
(Oxyprolylglycin- 
anhydrid)» 


Diese Fraktionen enthalten weder freien Aminostickstoff, noch 
geben sie die Ninhydrinreaktion. Doch enthalten die letzten Glycerin- 
mutterlaugen Produkte, die die genannte Reaktion geben. Die Ergebnisse 
der fermentativen Spaltung mit Hefemazeration sprechen fiir den an- 
hydridischen Charakter dieser bei hoher Temperatur gewonnenen 
Substanzen. 

Immerhin geht aus den V-Werten (s. oben) hervor, daB sich die 
Spaltung mit Glycerin ahnlich vollizieht, wie mit Essigsiureanhydrid, 
d. h. unter Entstehung von Komplexen, deren Totalhydrolyse Hydro- 
lysate liefert, die V-Werte = 1/2 bis 2/3,5 ergeben. Hier, beim Glycerin- 
abbau, kommen allerdings noch Komplexe mit V —1/1 hinzu, die wir 
in den Essigsiureanhydridversuchen nicht aufdecken konnten. Gleich- 
zeitig sehen wir, dab die MolekulargréBen nicht so hoch ansteigen als 
bei letzteren. Offenbar erfolgt hier entweder keine, oder wenigstens 
keine so weitgehende Polymerisation, und wir haben es hier vielleicht 
mit den urspriinglichen, aus dem Gelatinemolekiil spontan abgespaltenen 
Komplexen zu tun (sofern wir von der durch die Hitze bedingten An- 
hydrisierung absehen). 

Unter den Fraktionen haben wir in III und IIa solche von V = 11,8, 
also nahezu = 1/2. Leider war auch hier eine weitere Reinigung aus- 
geschlossen, und eine Aufspaltung in noch kleinere Fraktionen zieht 
so groBe Verluste nach sich, daB sich genauere Untersuchungen tiber- 
haupt nicht mehr durchfiihren lassen. Illa diirfen wir als den reineren 
Anteil von III ansehen (s. experimenteller Teil). Entsprechend dem 
V-Wert stimmt die Elementaranalyse befriedigend auf (Oxyproly!- 
glycinanhydrid), = (C,H, )N,O,)., Molekulargewicht etwa 340 (gef. 
Molekulargewicht = 333). Es kame auf Grund des V-Wertes und der 
MolekulargréBe auBerdem ein aus zwei Oxyprolylresten und zwei 
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Glycylresten zusammengesetztes Tetrapeptid C,,H,.N,O, (= 356) in 
Betracht, welche Formel aber mit dem Ergebnis der Analyse keinesweys 
in Einklang zu bringen ist. 


Bei der offenbaren groben Neigung der Dipeptide zur Polymeri. 
sation ist, wie aus dem Gesagten hervorgeht, auch bei diesem Ver. 
fahren ein solcher Vorgang nicht ausgeschlossen. Es ist jedoch auf 
der anderen Seite darauf hinzuweisen, dab aus den gleichen Griinden 
nimlich infolge des groBen Kondensationsvermégens zu Assoziaten 
und Polymerisaten, es uns durchaus nicht als ausgeschlossen vorkommt, 
daB schon die Gelatine polymere Dipeptidkomplexe enthalt. Sic 
kénnten allerdings bei dieser Behandlungsweise zum Teil einer weiteren 
Kondensation unterliegen, zum Teil partiell weiter zerfallen. 

b) Behandelt man die Gelatine mit wasserfreiem Glycerin statt 
bei 180° bei niedrigeren Temperaturen, etwa bei 130°, so entsteht als 
Reaktionsprodukt eine von den obigen total verschiedene Substanz 
in sehr guter Ausbeute, die sich nicht weiter fraktionieren laBt und 
einen durchaus einheitlichen Eindruck erweckt. Aus 100g Gelatine 
entstehen 65g dieses, von uns mit P; bezeichneten Produktes. Es 
lést sich ebenfalls nur in Wasser, nicht in absolutem Alkohol, gibt aber 
sowohl eine starke Biuret- als auch Ninhydrinreaktion, die von jener 
des Peptons sich an Intensitaét kaum unterscheidet. 

Das Produkt besitzt genau die MolekulargréBe des Gelatine- 
peptons, die, wie in der vorangegangenen Mitteilung angegeben wurde, 
etwa 400 betrigt (P,; ergab kryoskopisch in Wasser 406). Auch der 
V-Wert des Totalhydrolysats ist mit jenem der Gelatine und des 
Gelatinopeptons identisch und betragt 2/3. 

Ein Unterschied besteht im Verhaltnis Amino-N : Gesamt-N des 
Produktes selbst, d.h. vor der Hydrolyse. Bei der Gelatine betrug 
dieses, wie dies aus den Angaben Frankels' hervorgeht, 1/25, bei dem 
von uns peptisch dargestellten Gelatinepepton 1/20 und beim Produkt 
P; 1/50. Somit entsteht P; aus der Gelatine unter partieller Anhydri- 
sierung und Reduzierung der freien Aminogruppen auf die Halfte der 
in der Gelatine vorhandenen gleichen Gruppen. 


Eine Ubereinstimmung besteht weiterhin zwischen Gelatine bzw. 
Pepton und P; im Wirkungsvermégen von Fermenten. Sowohl Pepsin 
als auch Pankreatin spalten P;, und zwar ist im Endeffekt der maxi- 
malen Spaltung durch Pepsin kein Unterschied gegeniiber der Gelatine 
zu konstatieren, sofern man nach Sérensen titriert: Zunahme pro 
Gramm Gelatine in 144 Stunden 0,0035g Amino-N; Zunahme pro 
Gramm P; in 144 Stunden ebenfalls 0,0035 g Amino-N. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 17, 1927. 
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Die tryptische Spaltung, die mit Hilfe von einem Pankreatin- 
praparat (Parke, Davis u. Co.) ausgefiihrt wurde, verliuft bei Produkt 
P; genau konform mit jener des Gelatinepeptons und der Gelatine 
selbst (s. Abb. 1). 
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Diese Befunde sind unseres Erachtens auberst bemerkenswert 
und fiir das Verstaéndnis der Fermentwirkungen auf die Gelatine und 
ihrer Abbauprodukte von Bedeutung. Man kann, auf sie gestiitzt, 
folgende Aussagen machen: 


1. Die Pepsinwirkung verlauft unter den von uns beobachteten 
Bedingungen der Konzentration, des py-Wertes usw., beziiglich der 
maximalen Entbindung freier Aminogruppen bzw. Carboxylgruppen 
(nach Sérensens Methode ermittelt) bei der kolloiden Gelatine und 
bei deren anhydrolytischem Spaltprodukt (P}), das kolloider Eigen- 
schaften entbehrt und auBerdem infolge anhydridischer Bindungen 
gegeniiber der Gelatine an freien NH,-Gruppen um die Halfte armer 
ist, gleichartig. Danach mu das Pepsin vom Kolloidzustand der 
Gelatine unbeeinfluBt wirken, zumal, wie im Versuchsteil gezeigt wird, 
auch der kinetische Verlauf der Spaltung bei beiden Stoffen so gut 
wie gar nicht unterschiedlich ist. Zu einem ahnlichen Resultat Un- 
abhangigkeit der Pepsinspaltung der Gelatine von kolloiden Vor- 
gingen — gelangte auch Frankel auf Grund optischer Beobachtungen 
in diesem Laboratorium. Das Pepsin vermag somit eine rein chemische 
Wirkung auf die Gelatine auszuiiben, und es ist in diesem Falle fiir 
dieses Ferment offenbar einerlei, ob man ihm Gelatine oder desassoziierte 
Gelatine (P)) als Substrat darreicht, einerlei auch, ob die in der Gelatine 
vorhandenen freien Aminogruppen véllig bestehen bleiben oder nicht. 


Diese Feststellung ist um so auffallender, als die Zunahme freier 
Aminogruppen, also der chemische Effekt, bei der Pepsinspaltung der 


15* 
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Gelatine an sich sehr geringfiigig ist, jedenfalls weit hinter dem try)ti. 
schen Effekt zuriickbleibt. 


2. Die tryptische Wirkung ist unter den von uns eingehaltenen 
auBeren Bedingungen nicht allein bei der Gelatine und dem Produkt /; 
sondern auch beim Gelatinepepton kinetisch vollkommen gleichartig 
also auch hier wieder ganz unabhaingig vom Kolloidzustande des 
Substrats. ; 


Insbesondere laBt sich aus der Symbasie, die zwischen der Gelatin: 
und dem Pepton herrscht, die SchluBfolgerung ziehen, daB die durch 
das Pepsin gespaltenen Peptidbindungen durchaus andere sein miissen 
als diejenigen, an die das Trypsin vornehmlich herankommt, da andern. 
falls der kinetische Verlauf der Trypsinwirkung bei physikalisch und 
chemisch so unterschiedlichen Stoffen, wie die drei in Frage stehenden 
nicht gleichartig sein kénnte. 


Die hier mitgeteilten Erfahrungen besagen, daB eine Funktion der 
Pepsinwirkung vom Kolloidzustande des Substrats unabhangig ist 
nimlich die chemische, die sich im Freiwerden von Aminogruppen und 
Carboxylgruppen kundgibt. Ob dem Pepsin auBerdem noch eine 
desaggregierende Fahigkeit zu eigen ist, die bei der normal, bei 37° durch- 
gefiihrten Verdauung in Kraft tritt, bleibt vorliufig eine offene Frage 
wenn sie auch schon heute eher bejaht als verneint werden kann. Wir 
sehen nimlich auf Grund der angegebenen Resultate, daB die Zer 
stérung des Kolloidzustandes der Gelatine unabhingig von der Lésung 
der Aminocarboxylbindungen vor sich gehen kann, die durch das 
Pepsin normalerweise gespalten werden. Bei der Uberfiihrung der 
Gelatine in Produkt P; besorgt die Hitzewirkung des Glycerinmilieus 
diese Desaggregierung. Bei der Pepsinverdauung kénnte sie fermentatiy 
ausgelist werden, und zwar durch eine mit der chemischen Wirkung 
parallel gehende und mit ihr zeitlich mehr oder weniger zusammen- 
fallende zweite Funktion des Pepsins, die jedoch von der chemischen 
in unabhangiger Weise verlaufen miiBte. Wir wissen, dab mit Wasser 
bei 37° behandelte Gelatine allmahlich und ohne chemische Anderung 
desassoziiert wird'. Méglicherweise kann das Pepsin diesen Proze!! 
fermentativ beschleunigen. In den zuvor erwahnten, von Dr. Frank! 
ausgefiihrten Verdauungsversuchen der Gelatine durch Pepsin erfolgt: 
keine nachweisbare Desassoziation dieser Art, da die dafiir charak 
teristische Abnahme der optischen Drehung nicht zu konstatieren war 
Diese Versuche wurden jedoch bei niederer Temperatur (aus bestimmten. 
in der Mitteilung des Herrn Dr. Frankel anzugebenden technischen 
Griinden) gemacht, bei der es nicht ausgeschlossen ist, daB die chemische 


1 M. Frankel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 1. e. 
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ohne die desassoziierende Wirkung zustande kommt, eine Frage, der 
man nachgehen mub. Es wire dies die zweite Méglichkeit, beide Funk- 
tionen getrennt verlaufen zu lassen: den chemischen vor dem physikali- 
schen Abbau. Bei Produkt P; als Substrat verhalt sich die Sache 
umgekehrt: hier erfolgt die chemische Wirkung nach Vollzug ces 
physikalischen, d. h. desaggregierenden Abbaues. Bei der normalen, bei 
37° verlaufenden Pepsinverdauung werden beide Wirkungen neben- 


einander verlaufen. 

Im Produkt P; haben wir somit ein anhydrolytisches Desasso- 
ziationsprodukt der Gelatine, mit noch intakten Bedingungen fiir den 
Pepsin- und Trypsineingriff, allein bereits mit partiellem anhydridischen 
Charakter, vor uns. Ein Erhitzen der Gelatine mit Glycerin auf héhere 
Temperaturen férdert die Desassoziation wnd die Anhydrisierung zu 
Komponenten, die sich voneinander durch Fraktionierung trennen 
lassen, die, nach den Ergebnissen der Analyse beurteilt, assoziierte, 
niedere Polypeptidanhydride darstellen. Sie waren als Anhydride in 
der Gelatine nicht oder nur partiell vorgebildet. Ihre Spaltbarkeit 
mit Fermenten ist verschwindend gering und laBt sich vielleicht auf 
beigemengte Verunreinigungen zuriickfihren. 


Versuche. 
1. Behandlung der Gelatine mit Glycerin bei 180°. 


100 g Silberdruckgelatine wurden mit etwa 900g wasserfreiem 
Glycerin mehrere Stunden lang auf 150 bis 180° im Olbad erhitzt, 
so lange, bis eine kleine herausgenommene Probe der Lésung, die 
inzwischen entstand, mit absolutem Alkohol in Uberschu® versetzt, 
keine fliissige, sondern eine mehr flockige Fallung gab. Hierauf wurde 
die Gesamtlisung mit absolutem Alkohol aufgenommen und ‘von 
diesem so viel hinzugefiigt, bis die Sedimentierung eines schmutzig 
gefirbten, geringen Koagulats erfolgt ist (etwa 4 Liter Alkohol). Das 
Filtrat vom Koagulat gab beim weiteren Versetzen mit absolutem 
Alkohol (etwa 1,5 Liter) einer dicke, hellgelbe Fallung, die sich alsbald 
zu einer klebrigen, sirupésen Masse zusammengeballt hat. Bei der 
Verreibung dieses Sirups mit absolutem Alkohol bekundet er eine 
groBe Neigung zum Festwerden. Er wurde in wenig Wasser gelist, 
die Lésung mit Alkohol etwa 70°,ig gemacht, filtriert und bis zur 
deutlichen Fallung mit absolutem Alkohol vermengt. So gewannen 
wir 8,3 g der Fraktion I, sodann beim Stehen der Mutterlauge tiber 
Nacht die Nachfallung Fraktion I] von hellgelb gefairbtem, kérnigem 
Habitus. Nach dem Verdampfen der Mutterlauge von I] im Vakuum 
wurde der sirupése Riickstand in tiberschiissigen absoluten Alkohol 
gegossen und auf diese Weise eine ebenfalls kérnige Fraktion La erhalten. 
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Zur Reinigung bzw. weiteren Zerlegung in Fraktionen wurde 
Fraktion I in wenig lauwarmem Wasser aufgelist und die Lisung mit 
absolutem Alkohol versetzt. Ein Teil der gelisten Substanz fallt bei 
diesem Zusatz als sirupése, in absolutem Alkohol jedoch leicht er- 
hartende Masse aus, ein anderer Teil blieb in der wasserig-alkoholischen 
Flissigkeit gelést. 

Die Ausfaillung wurde in wenig Wasser gelést und die Lésung in 
liberschiissigem absoluten Alkohol unter stindigem, raschem Riihren 
eingetragen, worauf die Ausscheidung einen ganz kérnigen Habitus 
erlangte: Fraktion IA. Aus der wasserig-alkoholischen Fliissigkeit, in 
der der Rest der Fraktion I gelist blieb, wurde durch Atherzusatz ein 
hellgelber, kérniger Kérper, Fraktion 1B, dargestellt. Das Filtrat von 
dieser Fraktion ergab nach seiner Verdampfung im Vakuum und Ver- 
reibung des Riickstandes mit absolutem Alkohol eine weitere Fraktion 
geringer Menge, Fraktion IC. 


Die alkoholische Fliissigkeit von etwa 5 Liter Volumen, aus der 
die allererste Fillung erhalten wurde, gab beim zweitaigigen Stehen 
einen sirupésen Bodensatz, von dem abdekantiert werden konnte. 
Dieser die Hawptmenge darstellende Sirup wurde in wenig Wasser auf- 
gelést und die Lésung auf dem Wasserbad unter allmahlichem Zusatz 
von absolutem Alkohol so lange verdampft, bis sie dickfliissig wurde. 


Hierauf erfolgte Eintragung in diinnem Strahle in iiberschiissigen 
absoluten Alkohol, und die sich bildende dicke, kérnige Ausscheidung 
wurde bald abgenutscht, mit Alkohol und trockenem Ather gewaschen 
und im Exsikkator getrocknet: Fraktion IlIk (24g). Sie wurde in 
der gewohnten Weise, d. h. durch Versetzen der konzentrierten wasserigen 
Lésung mit absolutem Alkohol, Abtrennung der Ausscheidung, Zusatz 
weiterer Alkoholmengén zum Filtrat bzw. Vermengen der Lésung mit 
Ather, falls Alkohol keine weitere Fallung mehr hervorruft, in weitere 
Fraktionen zerlegt, insbesondere in Fraktion III (12 g) und Ila. 


Ebenso konnte aus dem Filtrat von Fraktion II eine Fraktion Ila 
erhalten werden. 


Analysen der Fraktionen. 


Fraktion I A (zur Analyse im Vakuum bei 105° vorgetrocknet). 
3,920 mg Substanz: 6,150 mg CO, und 1,965 mg H,O, 
3,455 ,, se 400... OO . LS . &,0, 
3,500 ,, a 0,4729 cem N (20°, 719 mm), 

2,925 ,, ™ 0,4018 ,, N (20°, 719 ,, ). 

Gef. im Mittel: 

42,90°% C, 556% H und 14,70% N. 

Ber. fiir C,,Hg.N,O, (= 390,33): 

43,04% C, 5,689 H und 14,38% N. 
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Fraktion I B. Die Totalhydrolyse mit Séure ergibt ein Hydrolysat, 
yon dem 1 eem nach van Slyke 2,05 cem N (15°, 686 mm) gibt, entsprechend 
0,1080% Amino-N; 20ccem verbrauchen nach Kjeldahl 15,10 cem n/10 
H,SO,, entsprechend 0,1057° Gesamt-N ; 

Amino-N 0,1080 


———— etwa |. 
Gesamt-N 0,1057 


Vy 
Fraktion IIa. 2cem Hydrolysat geben nach van Slyke 1,26ccm N 
(15°, 686mm), entsprechend 0,033°, Amino-N; 20 ccm verbrauchen 
nach Kjeldahl 8,30ccm n/10 H,SO,, entsprechend 0,058°% Gesamt-N; 
0,033 
2/3,5. 
0,058 


Fraktion III. lecem Hydrolysat gibt nach van Slyke 1,62cem N 
(15°, 688mm), entsprechend 0,085° Amino-N; 20cem verbrauchen 
nach Kjeldahl 22,2ccm n/10H,S8O,, entsprechend 0,155° Gesamt-N; 

0,085 
—— = 1/1,82 (etwa 1/2). 
0,155 
Fraktion Illa. 

4,835 mg Substanz: 8,690 mg CO, + 2,800 mg H,0O. 

3,715 ,, ~ 6,640 ,, CO, + 2,220 ,, H,O. 

4,175 ,, = 0,637 com N (20°, 19mm). 

4,080 ,, oss . -3 OF. w)} 

Gef. im Mittel: 
49.45%, C, 6.43% H, 16,39% N. 
Ber. fiir Cy,H,)N,O, (Molekulargewicht 340,32) (Oxyprolylglycin- 


anhydrid),: 
49,36% C, 592% H, 16,50% N. 


(Molekulargewicht gef. 333.) 
2ceem Hydrolysat geben nach tan Slyke 2,04ccem N (15°, 686 mm), 
entsprechend 0,0535% Amino-N; 20cem verbrauchen nach Kjeldahl 
13,80 cem n/10 H,SO,, entsprechend 0,096 °% Gesamt-N ; 
0,053 


= 0,096 = etwa 1/2. 


Eigenschaften dieser Fraktionen. 


Sie stellen hellgelb bis hellbraun gefirbte, in Wasser sehr leicht 
lisliche Substanzen dar. In absolutem Alkohol, sowie Ather sind sie 
unléslich und fallen beim Versetzen ihrer wisserigen Liéisungen mit 
absolutem Alkohol mehr oder weniger rasch aus. Hierauf beruht ihre 
Trennung durch fraktioniertes Ausfillen. Sie geben die bekannte 
Pyrrolreaktion mit dem Fichtenholzspan und Salzséure. Sie geben 
keine Reaktion mit Ninhydrin und enthalten keinen freien Amino- 
stickstoff. Erst nach der Hydrolyse mit Saure wird solcher entbunden. 


Sie sind optisch linksdrehend. 
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: °/9 der Lésung 2 im! *Ro a]%? 

Fecktion ¥ (H2O) . in Graden ¥s in (cD 
IA 1,1874 — 0,78 — 65.71 
IB 1,1638 — 0,82 — 70.50 
Ic 1,0990 0,84 — 77,06 
II 1,4638 — 1,12 76,50 

Ill 0,9150 — 0.66 — 72.0 


MolekulargréBen (durch Kryoskopie der wasserigen Lésungen). 





ae Losungsmittel- 

Fraktion ae 8 gewicht x0) L - > == 100 - 
IA 0.7900 15 0,220 454 
IB 0,6268 15 0171 464 
1c 0,8490 15 0,220 488 

U 1,0460 15 0,230 345 
Ila 0,8209 15 0,335 810 
Il 0,6816 15 0,240 375 
IIT 1,1640 15 0,495 333 


Hervorzuheben ist noch, daB diese Fraktionen bei der Titration 
mit Lauge von dieser etwas verbrauchen, und daB sich die verbrauchte 
Menge beim Stehen mit iiberschiissiger Lauge bedeutend vermehrt 
Auch hieran lassen sich Anhydrideigenschaften erkennen. 


2. Behandlung der Gelatine mit Glycerin bei 120 bis 140°. 


100 g Silberdruckgelatine wurden mit 900 g wasserfreiem Glycerin 
6 Stunden hindurch auf 120 bis 140° erwairmt. Es erfolgte vollstindige 
Lésung der Gelatine. Diese hellgelbe Lésung wurde in einem méglichst 
diinnen Strahle unter Riihrung in etwa 4 Liter absolutem Alkohol 
eingetragen, wobei sich sofort ein weiber, kiasig aussehender Nieder- 
schlag gebildet hat. Dieser wurde abgenutscht und mehrmals mit 
Alkohol, dann mit wasserfreiem Ather ausgewaschen und im Exsikkator 
getrocknet. Zur Reinigung wurde diese Substanz in wenig Wasser 
gelést und die Lésung in Alkohol eingetragen, wobei die Hauptmasse 
P, sofort ausfiel (61 g), indes ein kleiner Bruchteil im Filtrat blieb 
und aus diesem durch Einengen und Eintragung der eingeengten Fliissig- 
keit in absoluten Alkohol wiedergewonnen werden konnte (4 g). 


Eine kleine Menge von P; wurde mit Hilfe von 17 °,iger, siedender 
Salzséure hydrolysiert (3 Stunden): 


Amino-N nach van Slyke ,143% Hydrolysat 
Gesamt-N nach Kjeldahl . 0,224 % is 

— 

V= = 2/3,1 d.h. etwa 2/3. 


0,224 
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Vor der Hydrolyse betrug in P| 
der Amino-N (nach van Slyke) . . 0,29°, Substanz, 
lll! Dee ee ll - 
Amino-N ; ays 
faa 1/50 (in der urspriinglichen Substanz P1). 

Optisches Verhalien. 0,6628g P, in 20ccm H,O gelést; a 1,91° 
(im 5-em-Rohr); [a]} 115,26°. 

Molekulargewicht (kryoskopisch). 0,5450 g Py in 15g H,O; A = 0,17°. 
M 406. 

Léslichkeit usw. P, list sich spielend leicht in Wasser und ist in 
verdiinntem Alkohol auch recht gut léslich, nicht in absolutem Alkohol 
oder Ather. Die wiisserige Lésung wird, wenn konzentriert genug, 
durch absoluten Alkohol gefallt. Eine Trennung in mehrere Fraktionen, 
wie sie bei den Produkten hoherer Einwirkungstemperatur des Glycerins 
leicht gelingt, fiihrt hier nicht zum Ziele. P; macht einen recht ein- 
heitlichen Eindruck. Die Substanz gibt sowohl die Biuret- als auch 
die Ninhydrinprobe sehr kraftig. 


3. Die Einwirkung von Fermenten auf Pj. 


a) Einwirkung von Hefemazerat vor und nach der 
Pepsinbehandlung. 

Vor der Pepsinbehandlung: 2,5 g P; wurden in 75 cem sekundirer 
Phosphatlisung aufgelést und mit 5 ccm Hefemazerat behandelt. Die 
Kontrolle bestand aus 75 ccm Phosphatlésung + 5 ccm Mazerat. Tem- 
peratur 37°. Analysiert wurden stets je 2 cem nach van Slykes Methode 
auf Aminostickstoff. 

Sofort. . . . . 0.47cem N (korrigiert) | 
Gu... .'s BD « y 16°, 686 mm. 
© bs. eal 2 Ree oe 
Nunmehr wurde eine Mischung von 2,5 g P;— 50 ccm n/100 HCl 
0,2 g Pepsinpraparat so lange bei 37° stehengelassen, bis der Amino-N 
keine weitere Steigerung mehr erfuhr (9 Tage), der Rest wurde neutra- 
lisiert, zu 15 cem der neutralen Fliissigkeit 15 cem sekundarer Phosphat- 
lésung gegeben, sodann 5 ccm Hefemazerat und mit einer genau gleich 
zusammengesetzten Mischung als Kontrolle verglichen, die jedoch der 
Pepsinwirkung nicht ausgesetzt worden war. 


Nach der Pepsinbehandlung: Je 1 cem der Mischung und eben- 
soviel der Kontrolle gaben nach van Slyke 


Sofort. . . 1,67 cem N baw. (Kontrolle) 1,42 cem =i a 

2Tage . . 2,82 ,, 267 ,, N}I”, 
aes ~ = — - | 685 mm 

Differenz . . 115ecem 1,25 cem N 

om Me. . 0,575 ,, 0,625 ,, N 
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Die Pepsinvorbehandlung des Produktes P; ist also nicht von 
groBerer Bedeutung gewesen. 


b) Einwirkung von Pepsin-Salzséure auf Pj. 
2.5g P; wurden in 50 cem n/100 HCl gelést und mit 0,2 g Pepsin 
(Parke, Davis u. Co.) vermischt. Als Kontrolle wurde die gleiche Lisung, 
jedoch ohne Pepsin, verwendet. Temperatur 37°. Je 2cem gaben 
nach van Slyke: 


yw cyte C15 tS) os 


Sofort. . . . . 0,49cem N (korrigiert) ak al 
ie. ...8R. B . 5 mm. 
Differenz . . . 0,72cem N, d. h. 0,36cem N oder 0,0038 g N, ‘ 


fiir je lg Py. 


Nach Soérensens Formolmethode erhielten wir bei Gelatine einerseits 
und P; andererseits folgende Werte mit dem gleichen Pepsinpraparat: 





10g Py in 50cem n/100 HCl + 0,3 g Pepsin s7° 
l,l g Gelatine in 50 ,, n/100HCI + 0,3¢ m : 
Je 10cem wurden mit Formol titriert: 
Pt Gelatine 
OO a 1,65) sei 
4 Tage. ... Bat ; 2,05) n/10 NaOH 2,10) n'10 NaOH 
_ eee uvelad’ Sa 2.15) 2.90) 


Die Differenz betrigt also nach 6 Tagen 0.50 cem n/10 NaOH und 
entspricht 0.0035 g Amino-N fiir P; bzw. 0,0032 g¢ fiir die Gelatine 
pro Gramm beider Stoffe. Diese nach 6 Tagen gewonnenen Werte 
kénnen freilich nicht als maximale angesprochen werden. 


ce) Pankreatinwirkung. 


Je 2g P; und Gelatinepepton!, ferner 2,2 g Gelatine (wegen des 
Wassergehaltes wurde eine um 10°, gréBere Menge verwendet) wurden 
in 60 ccm sekundirem Natriumphosphat (m/15) + 40cem H,O auf- 
gelést, zu allen drei Mischungen je 0,3g Pankreatin (Parke, Davis 
u. Co.) hinzugefiigt und einer Temperatur von 37° ausgesetzt. Ent- 
sprechende Kontrollen wurden in der gewohnten Weise verwendet 
Da sie aber unverindert geblieben sind, so werden sie in den Tabellen 
nicht weiter beriicksichtigt. 


1 Die Darstellung und Ejigenschaften des Gelatinepeptons s. in der 
vorausgehenden Mitteilung von A. Fodor und Ch. Epstein. 
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Abbau der Gelatine durch Glycerin. 


Je 20cem wurden nach der Formoltitrationsmethode gepriift: 





Py Pepton Gelatine 


1 Tag. = 6,50 6,20 6,00 
2 Tage . . 740) cem n/10 NaOH (Zuwachs) 7,20 
3.66 Tage . . 8,30] 8,09 
5 Tage .. 8.09 

a 9,00 


s 


(s. Abb. 1, 8S. 227) 


Zum Vergleich mégen noch die Spaltungsversuche der Frak- 
tionen Ila, III und Illa durch das gleiche Pankreatinpriparat an- 
vefiihrt werden: 


37°. Die Amino-N-Werte wurden nach van Slyke ermittelt. Je 2 cem 
wurden analysiert. 


0,5 g Ila, 50cem sekundéres Phosphat, 0,2 g¢ Pankreatin. 
Sofort. .... . . .0,2lecm N (14°, 686 mm) 
72 Stunden... . . 0,50 ,, N (13° 686 ,, ) 
120 ‘i cece «sa ao = ees oe «3 


1g III, 50cem Phosphat, 0,3 g¢ Pankreatin. 
Sofort. . . .. . . . 0,389cem N (15°, 686 mm) 
48 Stunden . ‘ _ ae - 2 Te oe oD 
96 ‘i os ew = ee a ee er ee 


0,4g IIIa, 40cem Phosphat, 0,2 g Pankreatin. 
Sofort. .... . . . 0,23cem N (15°, 686 mm) 
48 Stunden .... . 0,32 ,, N (15°, 686 ,, ) 
96 re ars. ee Sf 


Die Spaltung ist also ganz geringfiigig. 





Uber die Adsorptionsfahigkeit der Erythrocyten. 


I. Mitteilung: 
Adsorption von Alanin. 


Von 
A. Kultjugin und N. Iwanowsky. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der Staatsuniversitét zu 
Saratow.) 


(Eingegangen am 23. Mai 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Das nihere Schicksal der aus dem Darm ins Blut eintretenden 
Aminosiuren ist bis heute noch nicht aufgeklart. Abderhalden (| 
sprach die Vermutung aus, da die Aminosiuren der Verdauung in 
das Blut gelangen, nachdem sie sich in der Darmwand zu Polypeptiden 
synthetisiert haben. Rona (2) konnte dies durch Versuche mit einer 
isolierten Darmschlinge, in welche eine Lésung von Aminosauren 
gebracht wurde, nicht bestatigen. Spiter sagte sich auch selbst Abder 
halden von seiner friiheren Annahme los Erst Costantino (3) gelang 
es zu zeigen, da} die im Blute befindlichen Aminosiuren meistenteils 
mit Erythrocyten verbunden sind. Bock (4) bemerkt auch, dab die 
Erythrocyten von verschiedenen Tieren etwas mehr Aminosiuren 
enthalten als das Plasma. So befinden sich z. B. zwei Drittel aller 
im Blute der Végel enthaltenen Aminosiiuren in den Erythrocyten 
Sbarsky und Muchamedow (5) fanden, dal ausgewaschene Erythrocyten 
die Fiahigkeit besitzen, einer aminosdiurenhaltigen Natriumchlorid- 
lésung die Aminosauren zu entziehen. 

In unserer Arbeit tiber den Reststickstoff des Blutes hoben wir 
hervor, daB man die Erythrocyten sogar nach siebenmaligem Aus- 
waschen mit physiologischer Kochsalzlésung nicht immer vollstandig 
vom Reststickstoff zu befreien imstande ist. 

Diese Beobachtung brachte uns auf den Gedanken an die Méglich 
keit einer Adsorption von Aminosaéuren durch Erythrocyten; daher 
schritten wir sofort zur Erforschung dieser Frage, von der Ansicht 
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geleitet, die GesetzmaBigkeit der Aminosiurenverteilung in einer 
Erythrocytensuspension mit physiologischer Kochsalzlésung aufzu- 
klaren und zugleich auch festzustellen, inwieweit dieser Proze mit 
der Freundlichschen Adsorptionsformel tibereinstimmt. 

Als unsere Arbeit schon beendet war, wurde uns die Abhandlung 
Héuslers ,.Cber Aminosiureaufnahme durch Erythrocyten und ihre 
Beziehung zur Reststickstoffverteilung’* bekannt. Die wichtigsten 
Ergebnisse dieser Arbeit sind folgende: Wahrend der ersten halben 
Stunde verlauft diese Aufnahme nach einer Kurve, die der Adsorptions- 
kurve ahnlich ist; nach Verlauf einer ganzen Stunde steht die Verteilung 
in direkter Beziehung zur Konzentration der Aminosiuren. Die Ery- 
throcyten geben wahrend der Aminosaurenbindung ein entsprechendes 
Quantum Reststickstoff in die Lésung ab. 

Hduslers Mitteilung enthalt einen Hinweis auf Abderhaldens und 
Kiirtens Arbeit, in der die Autoren zu dem Schlab kommen, die Bin- 
dung der Aminosauren durch Erythrocyten sei ein Adsorptionsprozel3, 
der der Freundlichschen Adsorptionsformel entspricht, wobei m nahe | ist. 


Methodik. 


Dem niichternen Tiere wurde das Blut durch die Art. carotis ohne 
Narkose entzogen. Das defibrinierte Blut wurde scharf zentrifugiert. Die 
Erythrocyten wurden wiederholt (sechsmal) mit physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschen. Die auf diese Weise vorbereiteten Erythrocyten wurden 
zu Versuchen angewandt. Die Versuche wurden mit verschiedenen Alanin- 
konzentrationen angestelit. Die Aminoséure wurde in 0,7 bis 0,85 ° )iger 
NaCl-Lésung aufgelést, und zwar so, daB, je héher die Konzentration an 
Alanin, desto geringer an NaCl war, um die gesamte Molarkonzentration 
méglichst in den Grenzen der Isotonie zu erhalten. Fiir die meisten Ver- 
suche nahmen wir 5ccm nach dem Waschen gut abzentrifugierter Erythro- 
eyten und versetzten mit 10cem Alaninlésung. Nur bei Versuchen mit 
sehr verdiinnten Alaninlésungen bénutzten wir licem Erythrocyten, 
indem wir diese entsprechend mit 30 ccm Alaninlésung versetzten. Auf 
diese Weise blieben bei allen Versuchen die gleichen Volumenverhaltnisse 
zwischen den Erythrocyten und der fliissigen Phase aufrechterhalten. Zu 
den Versuchen wurden stets je zwei Parallelproben angestellt, ein Paar 
mit Alaninlésung, das andere, das als Kontrolle diente, mit physiologischer 
NaCl-Lésung. Die Bestimmung des Stickstoffs geschah nach Kjeldahl, 
Verbrennung mit konzentrierter Schwefelséure unter Zusatz von Wasser- 
stoffsuperoxyd. Das Ammoniak wurde in n/100 Schwefelséure abdestilliert, 
die tiberschiissige Séiure jodometrisch zuriicktitriert. Die Zuverlassigkeit 
der Methode wurde durch Analysen abgewogener Mengen von Alanin 
sichergestellt. Wie man aus Tabelle I sieht, betrug der durchschnittliche 
Fehler etwa 2°. 

Der Stickstoffgehalt im Zentrifugat der Kontrollproben wurde bei 
der Auswertung der Stickstoffversuche in Rechnung gezogen. Zwecks 
genauer Feststellung des zum Versuch angewandten Erythrocytenvolumens 
wurden jedesmal aus den Proben genau 5ccm entnommen und in einem 
graduierten Zentrifugenglas dauernd zentrifugiert. Die Versuchskolben 
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Tabelle I. 





Alanio-N Abweichung vom theoretischen Wert: 


Versuch 2 ——— — 
Genommen Vorgetunden Absolut ° 


Nr. mg mg ” 


1,409 + 0,012 

1,429 — 0,013 09 
1,687 + 0,050 + 3.0 
1,141 + 0,026 + 23 
1,808 — 0,061 3,2 
1.148 — 0,005 —04 
1,574 — 0,037 — 2.3 
0.885 + 0,018 + 2,0 
0,742 +- 0,021 + 2.9 


Im Durchschnitt: — 0,027 1,98 


mit den in Alaninlésung aufgeschwemmten Erythrocyten wurden 2zu- 
sammen mit den Kontrollkolben im Thermostat bei 38 bis 40° 30 Minuten 
gehalten, wobei alle 10 Minuten die Fliissigkeit durch Schiitteln vermisclht 
wurde. Nach Verlauf von 30 Minuten erreichte der Stickstoffgehalt in 
den Proben eine konstante GréBe, was wir durch spezielle Experimente, 
die bis 2 Stunden dauerten, feststellen konnten (s. Tabelle IT). 

Zwecks Stickstoffbestimmung sowohl in den Versuchs- wie auch in 
den Kontrollproben wurden 8 ccm des Zentrifugats gefallt mit 2 cem eine: 
Lésung von 0,5 g Phosphormolybdénséure, 0,5 g schwefelsaures Natrium, 
0,5 cem konzentrierter Schwefelséiure und Wasser bis 100 ccm. Es wurde 
iiber Nacht stehengelassen, dann der Niederschlag abgeschleudert und 
in 9cem des Zentrifugats der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 


Tabelle II. 





Alaninmenge in Millimo! 
entz. durch Erythrocyten 


Alaninmenge in Millimol 
Getunden im 
Hinzugetugt ganzen Vol. 
mit Lésung —__ der fliissigen Absolut 
Phase 


Erythrocyten 


Erythrocyten- 
volumen 


8,461 7,921 0,540 

8,461 7,304 1,157 
11,493 9,707 1,786 
11,493 9,993 1,500 
11,493 9,707 1,786 
19,310 8,825 1,485 
10,310 8,743 1,567 
11,256 9,905 1,351 
11,256 9,680 1,576 
11,256 9.770 1,486 


” 


10 Min. 
f 


von Katzen 30, 
1 Std. 
2 ” 

{, 30 Min. 

| 1 Std. 

30 Min. 


eines Hundes 


* 


km Orolo Dh SS 


1 Std. 
2 


einer Kuh 


” 


Versuchsdaten. 
In den weiter unten angefiihrten Tabellen ITI, [TV und V sind die Ver- 
suchsergebnisse der Alaninverteilung zwischen Erythrocyten und Kochsalz- 
lésung angegeben. 





Adsorptionsfahigkeit der Erythrocyten. I. 


Tabelle Ill. 


—— Erythrocyten von Katzen. 
Werte 
_ : , ' Menge des durch Erythros 

Alaninmenge in Millimol cyten entzogenen Alanins 





Versuch Erythrocytens | 
volumen 


mn dees, Vaiisigee’Phase | Millimo ho 
4,0 0,992 0,795 0,197 
4,0 6,897 5,925 0,972 
3.1 8,200 7,132 1,068 
44 9.001 7.666 1,335 
44 10,006 8,563 1,443 
4,0 10,624 9,120 1,504 
3.8 11,881 9,993 1,588 
4,2 61,796 56,603 5,193 
4.5 81,114 75,534 5,580 
inuten 4,1 81,114 76,004 5,110 
nischt 
alt in Tabelle IV. 


nente, 
Erythrocyten von Hunden. 





ots ; : Alaninmenge in Millimol ey thy 
ersuch Erythrocytens |_ os er ow — en RR 

rium, volumen Hinzugefiigt Voergefunden in der Millimol 0 
wurde Nr. durch Losung flussigen Phase . ° 
5 und 

4,367 3,76 0,991 

4,590 3,655 0,935 

6,039 5,047 0,992 
— . 9,218 7,870 1,348 
a 5 10,432 8,506 1,926 


30,100 26,191 38,909 
30,100 25,428 4,672 
31,918 27,882 4.036 


Tabelle V. 


Erythrocyten von Kiihen. 





. Alaninmenge, entzogen 
Alaninmenge in Millimol durch Erythrocyten 


Versuch Erythrocyten- — = ee ‘ 


volumen Hinzugetiigt Vorgefunden in der Millimol 
Nr. durch Lésung flussigen Phase : 


0 


44 1,462 1,157 0,305 
43 4,590 3,821 0,769 
43 10,279 8,722 1,557 
44 10,934 9,612 1,322 
44 11,398 9.974 1,424 
4.4 22.065 18,715 8,350 
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Analyse der angefiihrten Versuche. 

Aus den angefiihrten Zahlen ist zu ersehen, daB bei den Versuchey 
mit Erythrocyten von drei Tierarten das absolute Quantum der durch 
Erythrocyten entzogenen Aminosiure mit der Konzentrationszunah me 
der Alaninlésung ebenfalls zunimmt, wihrend der Prozentsatz fiillt 


Dieser Umstand ist ein Kennzeichen des Adsorptionsprozesses 
Von den verschiedenen Formeln, welche einen Adsorptionsproze’ dar 
stellen, ist Freundlichs Adsorptionsisotherme die einfachste und am 
meisten verbreitet. 

Nach dieser Isotherme verteilt sich die Konzentration des der 
Adsorption unterzogenen Stoffes zwischen dem Adsorbens und de: 
Lésung folgendermaben: 


C, = K.C®, 


wo C, die Konzentration an dem Adsorbens, C, die Konzentration 
in der Lésung nach der Adsorption, K und m Konstanten sind. Wenn 
wir diese Gleichung logarithmieren, erhalten wir die Gleichung einer 
Geraden: 
IgC, = lg K+ m.lgC,, 

wo Ig C, als Linearfunktion von lg C,, m — tg des Neigungswinkels 
dieser Geraden erscheint, lg K den Abschnitt der Ordinate, welcher 
zwischen ihrem Durchschnittspunkt mit der Geraden und dem Anfang 
der Koordinatenachsen eingeschlossen ist, darstellt. 

In den Tabellen VI, VIL und VIII sind die berechneten Konzen- 
trationen und deren lg fiir die in den Tabellen III, IV und V_ auf 
gestellten entsprechenden Ergebnisse angefiihrt. 


Tabelle VI. 


Katzen. 





Konzentration des Alanins in Millimol 


Versuch In den Erythrocyten In der Lésung 

Nr. 1 Ig Cy C2 Ig C2 

1 0,0489 — 1,310 26 0,0718 — 1,143 67 
2 0,2428 — 0,614 69 0,5384 — 0,268 87 
3 0.3439 — 0,463 55 0,5988 — 0,222 70 
4 0,3032 0,518 23 0,7228 — 0,140 99 
5 0.3274 — 0,484 94 0,8073 — 0,092 95 
6 0.3782 — 1,422 23 0.8283 — 0,081 81 
7 0.4965 — 0,304 10 0,8919 — 0,049 69 
8 1,2364 + 0,092 17 5.2409 + 0,719 39 
9 1,2404 + 0,093 51 7,1935 + 0,856 94 

10 1,2460 + 0,095 51 6,9723 + 0,843 38 
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Tabelle VII. 
Hunde. 





Konzentration des Alanins in Millimo! 


In den Erythrocyten In der Lésung 


Ig (, C2 Ig 2 
0.2358 — 0,627 38 0.3121 — 0,505 67 
0.2073 0,683 53 0,3477 — 0,458 76 
0,1983 0,702 60 0.5047 — 0,296 93 
0,3058 0,514 60 0,7419 — 0,129 68 
0.4278 — 0,368 73 0.8099 — 0,091 58 
0,9307 0,031 21 2.4246 + 0.384 63 
1,0380 + 0,016 24 2.4214 + 0,384 06 
0,8072 0,093 02 2.7882 + 0,445 32 


Tabelle VIII. 
Kihe. 





Konzentration des Alanins in Millimol 


Versuch den Erythrocyten In der Losung 
Cy Ig Cy C2 Ig C2 


0,0693 — 1,159 32 0.1087 0,963 75 
0,1786 — 0,748 04 0,3566 — 0,447 79 
0,3617 — (0,441 64 0.8150 — 0,088 86 
0,3000 — 0,522 81 0,9965 (7,042 63 
0,3236 — 0,490 03 0,9408 0,026 49 
0,7609 — 0,118 66 1.7654 + 0,246 83 


Indem wir die angefiihrten lg der Konzentrationen mit drei Dezi- 
malen auf die Achsen der Koordinaten bringen, erhalten wir eine 
Reihe von Punkten. Um eine Gerade zu ziehen, die dem gegebenen 
Punktsystem am niachsten ist, wandten wir die Korrelationsmethode an. 

Die Regressionsgleichung wurde berechnet ‘nach der Formel: 

Y — Y¥,= a (X — X,), 
wo X — X, die Differenz zwischen lg C, und deren arithmetischen 
Durchschnittszahlen ist. 

Y — Y, bedeutet die Differenz zwischen lg C, und dessen arith- 
metischen Durchschnittswert. 

a ist der Regressionsquotient, berechnet nach der Formel: 
= (X —X,) .(Y — ¥Y,) 

. , a) : 

= (X — X,)* 


Berechnet wurde von uns auBberdem auch der Quotient der Kor- 
relation, die tiber den Abhiangigkeitsgrad zwischen den untersuchten 
Reihen urteilen laBt (im idealen Falle, wenn alle Punkte auf der Geraden 
der Regression liegen, ist der Quotient gleich 1). 
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Der Korrelationsquotient wurde berechnet nach der Formel: 
= (X — X,).(¥ — Y,) 
yr (X — X,)?. D(Y — Y,)? 


o) 
Nachdem wir von den Versuchen die Quotienten der Regressi:) 
fiir Katzen, Hunde und Kiihe berechnet haben, erhalten wir folgen 
Gleichungen der Geraden: 


fir Katzen ..../Y 0.8112 X — 0,37331 (r = 0,989), 
“Pee ae 0.7443 X 0.35059 (r 0.962), 
eo Ve 3. ee 0.80325 NX 0.40300 (r 0,983). 


Indem wir bei jeder Gleichung zwei beliebige Zeichen X (z. 8 


X,=0, 4X, 1) nehmen, finden wir die entsprechenden Wert: 
fiir Y. 
Diese Werte sind: 
fiir Katzen... Y, 0.373331, Y, 1, 1845, 
Hunde .. . ¥, 035059, Y, 1,094.89, 


1.20625. 


ee 0.40300, Y 


Auf diese Weise wurden drei Paar Punkte der gesuchten Geraden 
berechnet (s. Abb. 1). 
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Eine solche nahe Anordnung der Punkte neben der Geraden ge- 
stattet die Alaninaufnahme durch Erythrocyten von Katzen, Hunden 
und Kiihen fiir einen AdsorptionsprozeB zu halten. 

Die Werte K und m fiir die Alaninadsorption durch Erythrocyten 
von Katzen sind: K = 0,42; m= 0,81. 
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Die Werte K und m fiir die Alaninadsorption durch Erythrocyten 
von Hunden sind: A = 0,45; m= 0,74. Die Werte K und m fiir die 
\laninadsorption durch Erythrocyten von Kiihen sind: K — 0,40; 
m Q,80. 

Ergebnisse. 

1. Griindlich mit physiologischer Kochsalzlésung ausgewaschene 
Erythrocyten von Katzen, Hunden und Kiihen besitzen die Fahigkeit, 
der Lésung Alanin zu entziehen. 

2. Der AlaninentziehungsprozeB durch Erythrocyten ist in 
30 Minuten beendet; ein weiterer Alaninzuwachs in den Erythrocyten 
wird nicht beobachtet. 

3. Die durch Erythrocyten entzogene Alaninmenge hangt von 
der Konzentration der Aminoséuren in der Lésung ab. 

4. Die Erythrocyten entziehen aus verdiinnten Alaninlésungen 
absolut weniger, relativ aber mehr Alanin, als aus konzentrierten 
Losungen. 

5. Die Alaninentziehung durch Erythrocyten ist ein Adsorptions- 
prozeB. 

Literatur. 
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Beitrige zur Biochemie der Avitaminosen. 


Nr. 11. 
Uber den Einflu8 des Skorbuts und des Hungerns auf die chemische Zu- 
sammensetzung, inshesondere auf den Kreatingehalt des Gehirns. 


Von 


Alexander Palladin und E. Ssawron. 
(Aus dem Ukrainischen Biochemischen Institut, Charkow.) 


(Eingegangen am 29. Juni 1928.) 


Der Einflu8 der Avitaminose auf die biochemische Statik und 
Dynamik des Gehirns ist noch sehr wenig erforscht; die vorhandenen 
Untersuchungen beziehen sich ausschlieBlich auf die Polyneuritis 
Der EinfluB des Skorbuts auf die chemische Zusammensetzung des 
Gehirns ist jedoch noch von niemandem studiert worden. 

Deshalb nahmen wir uns vor, den Einflu® zu studieren, den Skorbut 
vergleichsweise aber auch das Hungern auf den Gehalt der GroBhirn 
hemispharen und des Kleinhirns an Wasser, Gesamtstickstoff, Kreatin 
und Gesamtphosphor ausiibt. Dem Kreatin wandten wir unser 
Aufmerksamkeit aus dem Grunde zu, weil nach neueren [Harding und 
Eagles (1)|, sowohl als auch nach alteren Angaben [Becker (2), Janney 
und Blatterwik (3), Bawmann und Hines (4)] im Gehirn betrachtliche 
i Mengen Kreatin enthalten sind, so daB das Gehirn in dieser Beziehung 
den zweiten Platz nach den Muskeln einnimmt (in den Hemispharen 
4 verschiedener Tierarten sind 0,103 bis 0,123°, Kreatin enthalten 

Die Rolle dieses Stoffes im Gehirn ist aber noch véllig unbekannt 

Deshalb wire es von groBem Interesse, den Kreatingehalt des Gehirns 

: auch unter experimentellen Bedingungen zu erforschen, wenn der Kreatin.- 

| stoffwechsei in den Muskeln gestort ist. Dies ist aber bei den Avitaminosen 

namentlich bei Polyneuritis und Skorbut der Fall [A. Palladin (5) 

Dabei unterscheiden sich diese beiden Formen der Avitaminose von 

einander im Sinne ihrer Einwirkung auf das Nervensystem; deshall) 

kénnte man erwarten, daBS auch ihr EinfluB auf den Chemismus 

des Gehirns verschieden sein wird, und daf Skorbut folglich den 

Kreatingehalt des Gehirns anders beeinflussen werde als die Polyneuritis 

iiber die Ljubarskaja (6) in unserem Institute Untersuchungen an 
i gestellt hatte. 





Bei unseren Versuchen gebrauchten wir ganz ausgewachsene Mee: 
: schweinchen. Zwecks einer Analyse des Gehirns wurden die normalen, 
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sowie die hungernden und die an Skorbut leidenden Versuchstiere durch 
Entblutung aus der Art. carotis getétet, worauf die Schadelhéhle rasch 

ffnet und das Gehirn herausgenommen wurde; die Hemispharen und 
las Kleinhirn wurden jedes fiir sich rasch gewogen und sodann bis zu 
konstantem Gewicht bei 100,0 bis 102,0° getrocknet. Dann wurden die 
Hemispharen und das Kleinhirn im Mérser zu einem feinen Pulver ver- 
rieben, von welchem gewisse Gewichtsmengen zu den weiteren Analysen 
verwendet wurden. Zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs und Phosphors 
wurden je 10 mg genommen; dieselben wurden mit 0,5cem einer 50 °,igen 
H,SO, verbrannt, wobei H,O, als Katalysator diente; nach dem Ver- 
brennen wurde jede Portion mit Wasser bis auf 10 cem verdiinnt. Davon 
gebrauchten wir je 5cem zur Bestimmung des Stickstoffs nach dem kolori- 
metrischen Verfahren von Folin und Gulick (7), wiaihrend je 5cem zur 
Bestimmung des Phosphors nach Briggs-Bell-Doisy dienten (letztere 
Methodik wurde in der von Gorodisskaja vorgeschlagenen Modifikation 
angewanat (8). 

Zur Bestimmung des Kreatins (Kreatin + Kreatinin) wurden zwei 
Portionen von je 150 bis 200g Trockensubstanz gebraucht; das Kreatin 
wurde nach dem von A. Palladin (9) modifizierten Verfahren von Riesser 
bestimmt. 

In einer Versuchsreihe wurden neben den Bestimmungen der uns 
interessierenden Stoffe in der trockenen Gehirnsubstanz auch noch Be- 
stimmungen derselben in der frischen Gehirnsubstanz vorgenommen. In 
beiden Fallen kamen wir zu ganz gleichen Resultaten, darum wollen wir 
les weiteren die Ergebnisse der Analyse der Trockensubstanz angeben. 


Untersuchungen an den Hemispharen und dem Kleinhirn normaler 


Meerschweinchen haben uns gezeigt (s. Tabelle 1), daB die Hemispharen 


einen geringeren Trockenriickstand (20,4 bis 22,0°,, durchschnittlich 


Tabelle I. 


Normale Meerschweinchen. 





°/o*Gehalt In °'9 der trockenen Substanz Kreatin»N 
; der trockenen _ in °/» des 
Kérpers Substanz Gesamt-N Kreatin»N Gesamt-P Gesamt-N 


gewicht 
Gro Kleines Grof- Kleine Groff Kleine Grof-| Kleine Grof Klein- 
g birn hirn hirn hirn hirn hirn hirn | hirn hirn hirn 


332s 21,65 7A5 0,24 1,60 3,14 
520 21.88 8.40 0.27 1.60 3,22 
720 22,05; - 10,09 0,23 1,60 2.30 
520). 21.06 9.50 0,23 . 160; — | 242 
560 20.68 21.92 833 8 025 046 1.61 160 3.00 
665 20,61 21.70 8.85 0.25 036 1,50 1,50 282 
570 =. 20,68 | 22.40 —-8,70 0.21 O30 1,69 1,66 2,76 
650 2040/2184 847 0.23 033 1,60 1,66 2,70 
560 =: 221.50 | 283.00 8.13 0.23 0,34 1,54 1,54 2,83 
500 =. 21,40 22.50) 8.07 0,23 0,383 | 1.82 | 1,383 2,85 
620 21.80)23.00 813 0.24 0338 1,66 1,66 2.95 
430 21,20 22,90) 813 0,23 | 0,31 1,60) 1,66 2.82 
Durchschnittl 21,24 2241 853 024 O34 1458 LSS 282 
Maximum... _- 22.05 23,00 10,00 0.27 046 1,69 1,66 3,22 
Minimum .. 2040 21.84 7.65 0,23 O31 1,82 1,33 2,80 
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21.2°,) als das Kleinhirn (21,8 bis 23,0°,, durchschnittlich 22.4 
aufweisen. Der Gehalt an Stickstoff war in Hemispharen und Kleinhir: 
beinahe gleich (8,5 und 8.4°,). Das Kleinhirn war reicher an Kreatiy 
es enthielt nimlich im Durchschnitt 1,07°, Kreatin bei einer Um 
rechnung auf Trockensubstanz, wihrend die Hemispharen nur 0,75 


enthielten. 


Wird das Kreatin aber auf frische Substanz berechnet, so erhalten 
wir folgende Werte: 0,22°, Kreatin im Kleinhirn und 0,157 °,, in den 
Hemisphiren. Beim Vergleich dieser Werte mit den Angaben von 
Harding und Eagles sehen wir, daB das Gehirn von Meerschweinchen 
reicher an Kreatin ist als dasjenige anderer, von den genannten Autoren 
untersuchter Tiere. Nach Angaben derselben enthalt z. B. das Katzen 
gehirn in seinen Hemisphiren 0,142 °,, Kreatin, das Kaninchengehir: 
0,132 °,, usw.; in dem Kleinhirn einer Katze sind 0,179 °,, und in dem 
jenigen eines Kaninchens 0,162°,, enthalten. Das Gehirn von Meer 
schweinchen ist jedoch armer an Kreatin als dasjenige von Tauber 
(nach den Angaben von Ljubarskaja enthilt das Taubenhirn 0,290 
Kreatin). 

Unsere Ergebnisse stimmen vollkommen mit denjenigen von 
Harding in der Beziehung tiberein, daB das Kleinhirn einen héheren 
Gehalt an Kreatin aufweist als die Hemisphiren. Dieser Unterschie« 
wird auch in dem Falle bemerkbar, wenn man den Stickstoff des Kreatins 
in Prozenten des Gesamtstickstoffs berechnet; im Kleinhirn betrigt 
der Kreatin-N 4,1°;, des Gesamtstickstoffs, in den Hemispharen aber 
bloB 2.8 °%. 

Seinem Phosphorgehalt nach ist das Kleinhirn den Hemisphare: 
im groBen und ganzen gleich (durchschnittlich 1,58°, des Trocken 
riickstandes). 

In der Tabelle II sind die Ergebnisse der Untersuchungen zu 
sammengestellt, die am Kleinhirn und an den Hemispharen von skorbut 
kranken Meerschweinchen angestellt wurden, wobei die Tiere stets 
in ein und derselben Periode des Skorbuts getétet wurden, als namlich 
bereits die fiir diese Erkrankung charakteristischen Symptome, wi 
wackelnde Zihne, eigenartiger ‘Mundgeruch und anderes vorhanden 
waren. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Gehalt an Trocken 
riickstand beim Skorbut im Kleinhirn und in den Hemispharen ab 
nimmt, aber im Kleinhirn in geringerem MaBe als in den Hemispharen 
Mit anderen Worten werden Kleinhirn und Hemispharen beim Skorbut 
wasserreicher. Nach den Angaben von Hoita (10) wirkt auch die Polyneu 
ritis auf den Wassergehalt des Gehirns in gleicher Weise. 

Der Gehalt des Kleinhirns und der Hemisphiaren an Gesamt 
stickstoff ist in einigen Fallen von Skorbut ein normaler, wahrend er 
in anderen erhéht ist, im allgemeinen aber ist er um ein geringes héher 








Skorbut. 


Meerschweinchen. 


Tabelle IT. 
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Der Gehalt an Kreatin weicht beim Skorbut nicht von der Norm . 
Es ist sehr interessant, diese Angaben denjenigen von Ljubarsku« 
gegeniiberzustellen, welch letztere sich auf den EinfluB der Polyneuritis 
auf den Kreatingehalt des Gehirns beziehen und denen gemaB der Kreat in 
gehalt des Gehirns bei akuten Formen der Polyneuritis bedeuten 
gesteigert ist. Wie beim Skorbut, so auch bei der Polyneuritis ist der 
Kreatinstoffwechsel in den Muskeln gestért, und der Kreatingehal; 
der Muskeln zeigt sich in beiden Fallen erhéht. Diese beiden Forme, 
der Avitaminose beeinflussen den Kreatingehalt des Gehirns aber in ve, 
schiedener Weise. Die Ursache dafiir ist in dem Umstand zu suchen 
daB bei akuten Formen der Polyneuritis Stérungen im Gebiete des 
Nervensystems vorliegen, wahrend sich beim Skorbut keinerlei §: 
scheinungen einer Erregung des Zentralnervensystems nachweisen 
lassen. 

Die Beziehungen zwischen dem Gehalt des Gehirns an Gesamt- 
stickstoff und an Kreatinstickstoff verschieben sich beim Skorbut 
in einer Weise, die dafiir zeugt, daB der Kreatingehalt beim Skorbut 
in den Hemispharen wie im Kleinhirn sehr wenig herabgesetzt ist 

Die Phosphorwerte erweisen sich beim Skorbut in den Hemispharen 
geringer (1,48 gegeniiber 1,58 °/,); der Gehalt des Kleinhirns an Phosphor 
bleibt beinahe unverandert. In analoger Weise kann, nach Hotta, auch 
die Polyneuritis den Phosphorgehalt des Gehirns beeinflussen. 

Wir sehen also, daB Skorbut und Polyneuritis den Wasser- und 
Phosphorgehalt des Gehirns in gleicher Weise beeinflussen, dag der Kreatin- 
gehalt aber ein verschiedener ist. 














Tabelle III. 
Meerschweinchen, Hunger. 

a 0/o*Gehalt In °/9 der trockenen Substanz Kreatin-N 
4 & ze der trockenen — gS in 0). des 
B zh SE Substanz = Gesamt-N Gesamt-P | KreatineN — Gesamt-N 
Nr. || # | BE BE epee Vie ED Te 
Pee Oe Oe Oe OF Oe ee Oe Or Or 
3/3 12s gig 219) 13/5 
~] “in| OC | MRC lMIS ile] s | 2 is fx 

1 | 660 8 | 30,0 20,74| 21,95 — | — /|1,66/ 1,87 / 0,275 0,394) — 

2 650; 8 | 30,5 21,69 | 23,94. — — | 1,95) 2,14 0,260 | 0,409 -- 
8 | 680! 7 27,2 20,81 | 21,40 9,09 8,93 1,70) 1,85 0,212/)0,298 2,33 3,54 
4 685) 8 | 27,0 20,95 | 22,60 8,60 8,70 | 1,77 1,88 | 0,231 | 0,312 2,65 3,5 
5 570) 7 | 27,2 20,59 | 22,13, 8,10 | 8,33 | 1,75 | 1,88 | 0,242 | 0,312) 2,99 3,74 
6 510 8 31,3 20,90 23.40 9,39 9,09 1,66 1,61 0,216 0,294 2.30 3.24 
7 560, 8 32,1 20,40 | 22,90 9,18 | 9,52 | 1,54 | 1,54 0,253 | 0,413 2,75 4,34 
Durechschnittlich . 2087 2262 886 891 1,72 182/0241 0347 260 3.65 
Maximum ... ._ 21,69 | 23,94 9,39 ' 9.52 1,95 2,14' 0,275 0,418 2.99 4,34 
Minimum ... . 20,40 21,40) 8,10 8,33 1,54 1,54 0,212 0,294 2,30 3,23 
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In Tabelle IIL sind die Ergebnisse der Hungerversuche angefiihrt, 
fe uns gezeigt haben, dab der Trockenriickstand beim Hungern in 
den Hemispharen abnimmt;: im Kleinhirn bleibt er aber dagegen im 
Bereich der Norm oder steigt sogar etwas. 

Die Menge des Gesamtstickstoffs weicht beim Hungern kaum 
von den betreffenden Werten beim Skorbut ab, indem die Zahlen 
durchschnittlich etwas erhoht sind. Der Gehalt an Kreatin bleibt beim 
Hungern im Bereich der Norm. Die Beziehungen zwischen dem Gehalt 
des Gehirns an Gesamtstickstoff und an Kreatinstickstoff verschieben 
sich dagegen wahrend des Hungerns in der Richtung einer Herabsetzung. 

Aus allem dem geht hervor, dab Skorbut und Hunger auf den 
Phosphorgehalt des Gehirns in verschiedener Weise einwirken, dab 
ihr EinfluB auf den Gehalt an Wasser und Gesamtstickstoff aber gleich 
oder ahnlich ist 

Zusammenfassung, 

1. Im Gehirn von Meerschweinchen sind betriachtliche Mengen 

Kreatin enthalten, wobei das Kleinhirn reicher an Kreatin ist als die 


Hemispharen 
2. Im Vergleich zu den Muskeln der Meerschweinchen ist in den 
Hemispharen 2,3 mal weniger Kreatin enthalten, wihrend der Kreatin- 
gehalt des Kleinhirns nur 1,6 mal geringer als der der ersteren ist 
3. Skorbut ruft in der chemischen Zusammensetzung des Gehirns 
gewisse Anderungen hervor, die sich darin auBern, da Hemisphiiren 


und Kleinhirn reicher an Wasser und Gesamtstickstoff, dafiir aber 
irmer an Phosphor werden; ihr Kreatingehalt bleibt aber im Durch- 
schnitt im Bereich der Norm 

4. Den Trockenriickstand des Gehirns und den Gehalt desselben 
an Phosphor beeinfluBt Skorbut in gleicher Weise wie die Polyneuritis; 
auf den Kreatinstoffwechsel des Gehirns iiben jedoch die beiden Formen 
der Avitaminose verschiedene Wirkungen aus 

5. Skorbut unterscheidet sich vom Hunger durch verschiedenen 
EinfluB auf den Phosphorgehalt des Gehirns. 
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Zur Technik der Elektrodialyse, insbesondere der 
Mikroelektrodialyse. 


Von 
G. Ettiseh und W. Ewig (Koénigsberg i. Pr.). 


‘Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektr) 


chemie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingeqangen am 13. Juli 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich friiherer Elektrodialysestudien (E. D.)  ergab sich 


dem einen von uns die Notwendigkeit, die Technik der E. D. dure! 
Konstruktion einer tibersichtlichen, stets verwendbaren Apparatw 
aus reinem Glas abzuaindern. Die im allgemeinen benutzte Apparatw 
aus diesem allein idealen Material, die von Pau/i, erweist sich in de 
Art der Konstruktion, insbesondere der Mabverhiltnisse, als un 
giinstig. Sie besitzt bei grofem Elektrodenabstand kleine Elektroden 


flichen. Die Ungunst solcher Verhaltnisse ergibt sich aus der folgenden 


Uberlegung: Liegt z. B. eine gegebene Spannung vor, so wird bx 
groBen Elektrodenflichen und kleinem Elektrodenabstand der Wider 
stand der Mittelkammer gering sein, die Stromstiirke daher erheblic! 


Damit ist ein rascher Abtransport der lonen gewahrleistet !. Giinstigere 


Mabverhaltnisse als Pauli hatte schon Ru ppel bei der Konstruktion seiner 
dreiteiligen Tonzelle angegeben*, deren wesentlicher Vorteil eben in der 
relativy schmalen Mittelkammer und den relativ sehr groBen Elektrode: 

flachen lag. Sie hat aber den Mangel der Uniibersichtlichkeit, was woh! 
bei jeder E. D., besonders aber bei der des Serums als sehr unangenehm 
empfunden wird, da man die in der Mittelkammer vor sich gehende: 
Veranderungen nicht beobachten kann. LFétisch und H. Runge (Wie! 
konstruierten daher einen Apparat, bestehend aus einem viereckige: 


' Dementsprechend wird naturgemaéB auch der Spannungsabfall b 


schmaler Mittelkammer ein maximaler sein. 
* Hergestellt von den Deutschen Ton- und Steinzeugwerken, Berli 
Charlottenburg. (Ruppel, Ornstein, Carl und Lasch, Zeitschr. f. Hyg. 97 
3 Er blieb unveréffentlicht. 
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(laskasten, in welchem zwei auf Glasrahmen geklebte Membranen 
eingeschliffene Rillen hineingelassen wurden. Man erhielt so eine 
‘ 


\littelkammer mit der Tiefe von 1.5 em, einer Breite von 7.5 und einer 


Hohe von Sem. Die relativen Mabe entsprachen so weitgehend der 


Ruppelschen Tonzelle, die sich Eitisch und Beck' in fritheren Unter- 


suchungen auberordentlich bewaihrt hatte. Unsere? letzten Arbeiten 
iiber die Serum-E. D. haben wir anfangs mit der Apparatur von Eftisch 
und Runge ausgefiihrt. Bei dem haufigen Wechsel der Membranen 
der sich fiir unsere Zwecke notwendig machte, ergaben = sich aber 
mancherlei Nachteile, die eine Umkonstruktion notwendig machten 
Die nunmehr vorliegende Form, die wir im folgenden beschreiben 
wollen. geniigte allen Anforderungen, die praktisch an eine Apparatur 
fir klinisch und experimentell wissenschaftliche Zwecke zu_ stellen 
sind. Von ihrer Brauchbarkeit und Zweckmabigkeit haben wir uns 
bei der groBen Anzahl unserer E. D. immer wieder tiberzeugen kénnen *. 


Die Apparatur besteht aus einem viereckigen Glasgefal} (Abb. 1) 


Abb. 1 


dem wir fiir gew6hnliche Zwecke die Mabe 10 cm Lange, 7 cm Breite. 
5em Hohe gegeben haben. Fiir besondere Zwecke, besonders fiir die 
Dialvse gréBerer Fliissigkeitsmengen, wird der Apparat auch in ent- 
sprechend gréBeren Massen von der Firma Fischer & Rower in Stiitzer- 
bach (Thiiringen) geliefert. Das GefaB besitzt an seiner Liangsfliche 


kurz liber dem Boden zwei Einflubéffnungen FE und an den seitlichen 


1G. Ettisch und W. Beck, diese Zeitschr. 171, 441, 1926. 

2G. Ettisch und W. Ewigq, ebendaselbst 195, 175, 1928; Verh. d. 40. Kon- 
gresses f. inn. Med., Wiesbaden 1928. 

3 Die diesbeziiglichen Untersuchungen erscheinen demnachst an dieser 


Stelle. 
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Flichen, moglichst weit oben, je eine AusfluBéffnung 4A. An den ober 


sf 


seitlichen Riandern befinden sich an jeder Flache je zwei Ausschnitt: 
zum Einhangen der Elektroden. Diese bestehen aus viereckigen Glos 
rahmen (4.5 * 6,5 em) mit Auslegebiigeln und sind mit diinnem Plat 
draht iiberspannt, der mit einer aufgekitteten Polklemme verbunden ist 
Die Elektrodenflache ist etwa 30qem. Die Mittelkammer (Abb.2, VW) 21 
Aufnahme der zu dialysierenden Fliissigkeit besteht aus einem mehr oder 


weniger dicken Glasblock (Abb. 2, B), der genau in das GlasgefaiB hinein 


gelassen werden kann (s. hierzu Abb. 1). Zum Befestigen der Membrane: 


dienen je zwei gleich groBe, diinnere Glasrahmen (Abb. 2, R,, Ry). Dir 





Abb. 2. 


Membranen werden durch fiinf HartgummischraubenG, unter die Gummi 
plattchen P gelegt werden, fest gegen den Mittelblock gepreBt. Damit 
sie aber ohne Schwierigkeiten voOllig dicht halten, ist es notwendig 
sie in nicht ganz trockenem Zustande aufzulegen und die Flache des 
Glasblockes mit einer ganz diinnen Schicht von Zaponlack zu bestreichen 
Manche Membranen, besonders Pergament, halten auch gut dicht 
wenn man statt des Zapons eine Gelatinelésung verwendet Da Zapon 
das Kollodium leicht korrodiert. darf die Schicht nur ganz diinn 
sein. AuBerdem mubB das vom Lésungsmittel (Aceton) ausgetrieben 
Wasser vor dem Auflegen des Glasrahmens mehrfach abgetupft werde: 

Solite trotzdem einmal das Kollodium etwas korrodiert sein, so geniigt es 
auf die defekte Stelle nach dem Eintrocknen einen Tropfen Kollodium zu 
gieBen. Nach dem Anziehen der Schrauben wartet man einige Minuten 
prift durch Fiillen der fertigen Mittelkammer mit Wasser auf Dichtigkeit 

Die ganze Zelle wird dann in das GlasgefaB hineingelassen. Zur Fixierung 
werden die Beriihrungsstellen von Mittelkammer und Glasgefaib mit 
heibem Paraffin bestrichen!. Dadurch wird gleichzeitig eine villige Ab 
trennung der beiden Seitenkammern S,, S, (Abb. 1) voneinander erreicht 


Dieses gelingt am leichtesten mit einem feinen Pinsel. 
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so dab der Strom von Elektrode zu Elektrode nur durch die Mittel- 
kammer MW (Abb. 1) gehen kann. Wird die Zelle nicht gebraucht. so muB 
man sie mit Wasser fiillen. da sonst die Membranen austrocknen und be- 
sonders das Kollodium einreiBt. Das Auseinandernehmen der gebrauchten 
Mittelkammer ist in der Regel ganz einfach. Sitzen die Glasrahmen nach 
dem Abnehmen der Schrauben aber zu fest, so legt man die Mittelkammer 
fir kurze Zeit in Aceton, damit sich der Lack wieder auflést. Bei 
unvorsichtigem Abnehmen kénnen die Rahmen zerbrechen. Ein einfach 
gebrochener Rahmen ist aber in der Regel noch nicht unbrauchbar 
geworden, denn die Fixierung der Membran auf den Mittelblock mit 
Zaponlack ist meist an und fiir sich so gut, daB die Rahmen nur das 
Ablésen unter dem Fhissigkeitsdruck verhindern sollen. Die Rahmen 
brauchen also nicht tibermabig fest angezogen zu werden 

Um mit verschiedenen Fliissigkeitsmengen arbeiten zu kénnen, haben 
wir den Mittelblock in verschiedener Starke anfertigen lassen. Bei Ver- 
wendung des stirksten Blockes (1) faBt die Mittelkammer 30 bis 40 cem 
Flissigkeit. Bei Benutzung von Block 2 15 bis 20 cem, und bei 
Block 3 10 cem. Durch Verkleinerung des Ausschnittes und der Glas- 
rahmen haben wir eine Mikrokammer hergestellt (s. Abb. 1), die 2 bis 3cem 
enthalt. Man kann ohne weiteres in ihr aber auch nur mit | ccm arbeiten 
Genaue Inhaltsangaben lassen sich deswegen schwer machen. weil der 
Inhalt variiert, je nachdem, ob die Membranen stark oder weniger stark 
angespannt sind. Werden die Membranen sehr trocken aufgespannt, 
so dehnen sie sich bei der Quellung nach Fiillung der Kammer aus 
das Fassungsvermégen kann dann um 30 bis 50°, zunehmen. Da es 
aber nicht nétig ist. dab die Mittelkammer fiir die E. D. ganz gefiillt ist. 
so kann man bei Benutzung verschiedener Blécke jede beliebige Fliissig 
keitsmenge zwischen | und etwa 50 ccm elektrodialvsieren 

Die Spiilung der Seitenkammern erfolgt aus einer in etwa Im Hohe 
aufgestellten Flasche mit Aqua dest. durch ein zwischengeschaltetes 
kleines T-Stiick. Mit einer Schraubklemme wird die Spiilgeschwindig- 
keit reguliert. Zweckmabig stellt man die Apparatur etwas erhoht auf 
einen kleinen Kasten, damit das NSpiilwasser ungehindert abflieBen 
kann. 

Den elektrischen Strom entnimmt man direkt einer Gleichstrom 
leitung von 120 bis 220 Volt Spannung. Im Anfang der E. 1). darf man 
aber nicht die ganze Spannung verwenden, wenn die Mittelkammer eine 
gut leitende Fliissigkeit, wie z. B. das Serum, enthalt. Durch die grobe 
Stromdichte erfolgt dann eine zu starke Erwiairmung, wodurch das 


Serum véllig denaturiert werden kénnte. Bei der Serum-E. D. soll man 


aber niemals die Temperatur von 30° iibersteigen. Bei der grobten Mittel 


kammer (Block 1) haben wir niemals mehr als 2 Amp. hindurchgehen 


lassen. Bei der Mikrozelle nie mehr als 60 bis 70 Milliamp. Man mut} 
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also einen entsprechenden Vorschaltwiderstand in der Form eines Glow 
oder Lampenwiderstandes vorlegen und dadurch die Stromstir\ 
regulieren. Im Laufe der vielen Serum-E. D., die wir gemacht hab 
hat sich als einfachster und bester Indikator fiir die Héhe der zu ver 
wendenden Stromstarke stets die Beobachtung der Temperatur in dey 
Mittelkammer erwiesen. Man kann infolgedessen fiir praktische Zwec\x 
ganz auf die Benutzung eines Milliamperemeters verzichten und sic! 
lediglich nach dem in die Mittelzelle eingelegten Thermometer richten 
Man laBt also zu Beginn der E. D. fiir kurze Zeit den ganzen Stron 
hindurech und schaltet bei Anstieg der Temperatur jeweils so viel Wider 
stand ein, dal} die Temperatur stets unter 30° gehalten wird. Mit zu 
nehmendem Elektrolytentzug sinkt nach 10 bis 20 Minuten die Tem 
peratur wieder ab, und schrittweise schaltet man den Widerstand weiter 
aus. In der Regel kann man nach 20 bis 30 Minuten den Widerstand 
ganz entfernen. Dann setzt man die E. D. so lange fort. bis die Tem 
peratur der Mittelkammer die Ausgangstemperatur wieder erreiclit 
hat Bei Benutzung geeigneter Membrankombinationen ist die E. D 
des Serums in den groben Zellen nach 2 Stunden, in den_ kleinen 
nach 1 Stunde beendet. 

Bei Verwendung grober Serummengen haben wir friiher stets eine 
Riihrvorrichtung benutzt, die aus einer einfachen Wasserturbine mit 
eingekittetem, spiralig gebogenem Glasstab bestand. Es hat sich abet 


herausgestellt, dab man bei den in unseren Apparaten gewahliten Massen 


ranz auf die Riihrvorrichtung verzichten kann. Man braucht lediglich 
£ ban) taal 


besonders in der ersten halben Stunde der E. D., mit dem eingelegten 
Thermometer von Zeit zu Zeit die Fliissigkeit in der Mittelkammer zu 


durchmischen. Da man ja gerade in der ersten Zeit der E. D. sehr genau die 
Temperatur kontrollieren und den Versuch tiberwachen mub, so ist 
diese einfache Art der Durchmischung nebenbei leicht auszufiihren 
Bei der Mikrozelle ware eine Riihrvorrichtung sowieso nicht anzubringen 
bei ihr ist sie auch ganz iiberfliissig. 

Als wichtigsten Punkt haben wir fiir das Studium der verschiedene! 
Membranwirkungen das Verhalten der Reaktion in der Mittelkamme 
wihrend der E. D. erkannt!. Wir haben zu dem Zweck stets elektro 
metrische pa-Messungen ausgefiihrt. Es ist von besonderer Bedeutung 


ob im Anfang der E. D. eine Reaktionsverschiebung nach der alkalischen 


Seite erfolgt. oder ob sich sehr schnell eine starke Sauerung einstellt 
Fiir eine einwandfreie E. D. des Serums haben wir gefordert®, dab dir 
Reaktion weder starker ins alkalische Gebiet geht. als etwa der Ausgangs 
reaktion des Serums entspricht, noch im weiteren Verlauf wesentlic/ 


! Naheres iiber die theoretische und praktische Seite dieser Ding 


bringen die demnachst folgenden Arbeiten. 
> G. Ettisch und W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928. 
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ter po 5.0 heruntergeht. Um sich nun tiber diese beiden Punkte zu 

entieren, braucht man aber keine elektrometrischen py-Messungen 
zi machen, die ja auch bei Verarbeitung nur geringer Serummengen 
besonders in der Mikrozelle. mangels geniigenden Materials, nicht 
moglich wiren!. Statt dessen geniigt es, vier verschiedene Reaktiens- 
papiere zu benutzen: 

1. weibes Phenolphthaleinpapier (wird rosa bei py 8.3. rot bei 
py 10.0 [nach Kolthoff)): 

2. rotes Lackmuspapier (Umschlag etwa bei py 6.97): 

3. blaues Lackmuspapier (Umschlag bei etwa py 6.97); 

4. Kongorot (violett etwa bei 4.0). 

An Hand der bekannten Tabellen kann man sich. falls die Not 
wendigkeit es erheischt, Papiere herstellen, die die Reihe beliebig er- 
weitern und beliebig verfeinern. Man kann im iibrigen diese Kontroll- 
methode noch besser so anstellen, dal} man die betreffenden Farblésungen 
in kleine Reagenzglaschen bringt und den von dem Dialysat benetzten 
Glasstab in die Farblésungen taucht. Man vermeidet hierbei gewisse 
Stérungen, die gelegentlich bei Verwendung von Papieren auftreten. 
In unserem Falle arbeitete jedoch die Papiermethode stOrungsfrei, wes- 
wegen sie hier geschildert sein mag. Wir legten diese vier Streifen neben- 
einander auf Fliebpapier, betupfen sie nacheinander mit einem diimnen 
Glasstab, so dal} eine etwa 2 bis 4 qmm grobe Berithrungsfliche entsteht. 
Es ist wichtig, vor der Priifung der Reaktion die Fliissigkeit der Mittel- 
kammer mit dem Thermometer gut zu vermischen. Ferner ist streng 
darauf zu achten, da man mit dem Glasstab nicht etwa die Mem- 
branen beriihrt, weil in unmittelbarer Nihe der Membranen die Reaktion 
verschieden ist von der in der Mitte der Kammer. Man wiirde also fiir die 
Reaktion in der Mittelkammer selbst nicht ganz zutreffende Werte 
erhalten. Zu Beginn der E. D. herrscht schwach alkalische Reaktion 
Rotes Lackmus wird blau gefarbt, Phenolphthalein aber bleibt farblos 
Geht die E. D. nun anfangs etwas ins Alkalische, so erkennt man das 
an der Rosafarbung des Phenolphthaleins. Dann ist das py gréBer 


' Man kénnte zwar, wie dieses zuerst von FEtfisch und Beck (diese 
Zeitschr. 171, 441, 1926) und spater dann von T6th (diese Zeitscehr. 189, 
270, 1927) geschah., jedesmal den Gesamtinhalt der Zelle entnehmen., 
verarbeiten und dann mit neuem Serum fiillen, das naturgemaéB jedesma! 
ene entsprechend langere Zeit zu elektrodialysieren wire, indessen kam 
es uns in diesem Falle gerade darauf an, einen einfachen Weg anzugeben, 
auf dem man zur Kenntnis des Reaktionsablaufes kommen kann, obne 
daB einem so groBe Serummengen zur Verfiigung stehen, dali man die 
Mittelzelle mehrmals zu fiillen vermag. Zu einem Verzicht auf dir 
Kontrolle des Reaktionsablaufs aber, der doch yegeben erscheinen konnte, 
wenn man den Charakter der verwendeten Membranen vorher experi 
mentell festgestellt hat, wiirden wir au/ keinen Fall raten. 














. 
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als 8.3. Wird Phenolphthalein stark rot, so hat man mindestens 4 () 
erreicht. Die unerwiinschte Alkalisierung ist also sehr leicht zu erkenn 
Sehr bald erreicht bei giinstiger Membrankombination die Seru 
reaktion den Neutralpunkt, beide Lackmuspapiere zeigen keine Ve 
firbung an. Dann erfolgt schnell die Saiuerung. Lackmus wird rot 
aber Kongo bleibt unverandert dunkelrot Aus der Intensitat cde; 
Lackmusrotung kann man annahernd den Grad der Sauerung abschitze: 
Wird die Mittelzelle stark sauer, bis zu py 4.0, so erkennt man das ay 
der Violettfarbung oder gar Blaufarbung des Kongopapiers. Bei « 
wandfreier E. D. darf also weder Phenolphthalein, noch Kongo ein 
entsprechende Farbreaktion anzeigen. Die Reaktionsverschiebung 
darf nur am Lackmuspapier zu erkennen sein. 

In der Praxis kommen wir also bei der E. D. mit unserer Methodik 
mit sehr einfachen Mitteln aus. Man braucht auber der Zelle nur einen 
Vorschaltwiderstand, ein Thermometer und Reaktionspapiere. 

Zur Erliuterung des Gesagten mége noch ein Protokoll einer der 
E. D. mit der Mikrozelle folgen. Uber die hierbei zur Verwendung 
gelangte Gelatine-Kollodiummembran wird in einer demniichst  er- 
folgenden Veréffentlichung Naheres mitgeteilt werden. 


Serum-E. D. mit der Mikrozelle. Gelatine-Kollodiuramembran vor der 
Anode. Pergament vor der Kathode. 








Versuchs: Temp 
dauer Volt/mA : Reaktion Bemerkungen 
Minuten oC 
0 22130 24 Lackmusblau, Phenvl- 2ccm Serum, kiar 
phthalein » Pu 8,09* 
3 220/60 28"), - Dasselbe Widerstand eingeschaltet 
. prs nm 
5 15960, 29 
8 15955 29 
10) 150/45 28 Lackmus ganz Deutliche Eindickung in der 
re nad Mittelzelle 
schwach alkalisch 
13 18055 281), Dasselbe 
15 180/50 29 Neutral Leichte Triibung in der Mittel: 
Zelle 
18 220,30 28'), Schwach sauer Dichte Triabung, Widerstand 
” 990/21 98 ausgeschaltet 
23 220/9 27', Starker sauer Milchige Tribung, Bodenbelag 
25 229/4,3 26', 
30 220/2,7 253 |, 
35 220/2,0 25'/, Sauer, Kongo 
40 22 V1.5 25'), 
50 229/13 24%), 
69 220/1,25 24"), 
70 220/1,25 241, 
90 220/1,2 241), Sauer, Kongo 


Pu - 5,34* 


* Py elektrometrisch bestimmt. 
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Zusammenfassung, 

1. Es wird eine Elektrodialysierzelle aus Glas angegeben, die fiir 
beliebige Membranen brauchbar ist. 

2. Sie besitzt hinsichtlich der Stromausnutzung zur beschleunigten 
lonenentfernung die giinstigsten Abmessungen. 

3. Durch einfaches Auswechseln von Einsatzblécken kann das 
Volumen der Mittelkammer von etwa 50 bis auf etwa 1 ccm variiert 
werden. Die Zelle ist daher zugleich auch als Mikrozelle benutzbar. 


4. Es wird ein einfaches Verfahren mittels Indikatorfarben- 


Papieren angegeben, das auf Grund friiher erhobener Fest- 
stellungen — es ermdglicht, auch bei Verarbeitung ganz geringer 


Serummengen die fiir jede einzelne Serum-E. D. notwendige pg- 


Kontrolle anzustellen. 


Biochemische Zeitschrift Band 200 17 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XVII. Mitteilung!?: 
Untersuchungen iiber das Jodabspaltungsvermégen der Boden. 


Von 
K. Scharrer und J. Schwaibold. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Hochschule fiir Landwirtschaft 
und Brauerei Weihenstephan im Verband der Technischen Hochsehul 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1928.) 


A. Einleitung. 


Nach Th. v. Fellenberg (1) wird ein Boden hinsichtlich seines Ver 
haltens zu Jod durch zwei Ejigenschaften gekennzeichnet, namlich 
durch sein Absorptions- und sein Jodabspaltungsvermégen. Letztere 
Bodeneigenschaft fuBert sich darin, daB der Boden die Fahigkeit 
zeigt, Jodionen in elementares Jod tiberzufiihren, somit aus zugesetzten 
Jodidlésungen Jod zu entwickeln. 

Dieses Vermégen des Bodens, die Umsetzung von ionisiertem Jod 
in elementares Jod zu katalysieren, ist nicht nur theoretisch interessant 
sondern von groBer Bedeutung fiir den ,,Jodhaushalt* des Bodens, fiir 
das Vorkommen des Jods in den verschiedenen Béden, fiir Jodverarmung 
und Jodanreicherung. Vom Standpunkt der Standortslehre aus be- 
trachtet, wird naturgemaB die Jodaufnahme der Pflanzen von dieser 
Bodeneigenschaft abhingen und letzten Endes auch das Problem der 


1 I. Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 265, 1926; II. Mitteilung: eben 
daselbst 170, 277, 1926; III. Mitteilung: ebendaselbst 170, 300, 1926; 
IV. Mitteilung: ebendaselbst 178, 161, 1926; V. Mitteilung: ebendaselbst 
180, 300, 1927; VI. Mitteilung: ebendaselbst 180, 307, 1927; VII. Mit 
teilung: ebendaselbst 180, 313, 1927; VIII. Mitteilung: ebendaselbst 180. 
334, 1927; LX. Mitteilung: ebendaselbst 182, 291, 1927; X. Mitteilung 
ebendaselbst 185, 405, 1927; XI. Mitteilung: ebendaselbst 187, 159, 1927: 
XII. Mitteilung: ebendaselbst 198, 356, 1928; XIII. Mitteilung: eben 
daselbst 198, 360, 1928; XIV. Mitteilung: ebendaselbst 193, 364, 192s; 
XV. Mitteilung: ebendaselbst 195, 228, 1928; XVI. Mitteilung: ebendaselbst 
195, 233, 1928. 








chaft 


chul 


Ver- 


nlich 


ztere 


rkeit 
zten 


Jod 
sant 
. fiir 
ung 

be- 
leser 


der 


ben - 
926; 
elbst 
Mit 

180, 
ung: 
927: 
ben 

928; 
lbst 


K. Scharrer u. J. Schwaibold: Jod als biogenes Element. XVIT. 259 


Keziehungen zwischen Kropfvorkommen und Umwelt davon beriihrt 
werden. 

Schon Th. v. Fellenberg, H. Geilinger und K. Schweizer (2) suchten die 
Frage nach der Ursache des Jodabspaltungsvermégens der Béden zu klaren. 
\ls solche kiimen anorganische Oxydationsmittel, wie salpetrige Sdéure, 
anorganische Katalysatoren, wie Eisen- und Manganverbindungen, ferner 
Mikroorganismen oder von solchen gebildete Enzyme in Frage. Th. v. Fellen- 
berg (2) und seine Mitarbeiter priiften nun, ob iiberhaupt Bakterien imstande 
sien, aus Jodiden Jod frei zu machen, und machten zu diesem Zwecke 
entsprechende Versuche mit Bact. coli, Bact. lact. aerogenes, Actinomyces 
chromogenes, Bact. fluorescens, Bact. vulgare, Bact. mycoides. Ferner 
wurde der zur Untersuchung dienende Boden mit verschiedenen bakterien- 
.chadigenden Agenzien behandelt und hierauf seine jodabspaltende Wirkung 
untersucht. In einer weiteren Versuchsreihe trachteten sie, die Frage, ob 
anorganische Katalysatoren oder Enzyme die geschilderte Wirkung ausiiben, 
durch Sterilisieren bzw. Gliihen des Bodens zu entscheiden. SchlieBlich 
wurde noch eine Versuchsanordnung in der Richtung angestellt, ob bei 
der Jodabspaltung die Anwesenheit von Luft notwendig ist. Das Ergebnis 
dieser Arbeiten war, daB die jodabspaltende Eigenschaft der Béden weder 
durch Bakterien noch durch organische Enzyme, sondern nur durch an- 
organische Katalysatoren bedingt wird und an die Gegenwart, von Luft- 
sauerstoff gebunden ist. Mit Stallmist gediingte Erde entwickelte weniger 
Jod als ungediingte, da ein Teil des abgespaltenen Jods durch die organische 
Substanz des Diingers aufgenommen wird. Bei geringem Eisengehalt 
wirkten im allgemeinen jene Gesteine um so energischer, deren Wasser- 
stoffionenkonzentration héher ist. Th. v. Fellenberg (2) fand, daB im all- 
gemeinen die relative Zunahme an Jod bei der Verwitterung der Gesteine 
um so gréBer ist, je kleiner das Jodabspaltungsvermégen, und umgekehrt. 
Béden mit starker jodabspaltender Wirkung speichern daher weniger Jod 
als solche mit schwacher. Ein Boden aus kropfverseuchter Gegend zeigte 
weitaus die starkste jodabspaltende Wirkung unter den untersuchten 
Béden, wogegen Béden aus einem kropffreien Gebiete ein geringes Jod- 
abspaltungsvermégen aufwiesen. 

In einer weiteren Arbeit fanden Th. v. Fellenberg und H. Geilinger (3), 
daB sich aus neutraler verdiinnter Alkalijodidlésung innerhalb 13 Tagen 
keine Jodabspaltung durch den Luftsauerstoff beobachten lieB, wohl 
aber in ganz geringem Mabe in alkalischem, starker in saurem Medium. 
Bei Gegenwart von Schimmelpilzen oder Bakterien war die Jodentwicklung 
schwacher oder blieb ganz aus, da das frei gewordene Jod durch die Mikro- 
organismen gebunden wird. Somit sind die Mikroorganismen dabei nicht 
aktiv, sondern nur passiv beteiligt. Diese Anschauung v. Fellenbergs, daB 
die Bakterien und Enzyme bei der Jodabspaltung keine Rolle spielten, 
wird von J. Stoklasa (4) bestritten, der beobachtete, daB bei Reichtum 
eines Bodens an Bakterien die Menge des entweichenden Jods zunimmt, 
wobei dieser Forscher auch an die Arbeiten von O. Gertz (5) erinnert, dem 
es gelang, in gewissen Algenarten (Rhodophyceen) Jodoxydasen nach- 
zuweisen. 

B. Fragestellung und Methodisches. 


Die eigenen Versuche hatten folgende Fragestellung zur Grundlage : 
1. Wie groB ist das Jodabspaltungsvermégen einiger pedologisch 


typischer Boden ? 
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2. Wie verandert sich das Jodabspaltungsvermégen der Bédey 


durch Trocknen, Gliihen, Sterilisieren bzw. bei Behandlung mit ve 
schiedenen Stoffen und Bestrahlung mit ultraviolettem Licht ? 

3. Sind irgendwelche Zusammenhange zwischen der Hydroperoxy 
spaltenden Eigenschaft der Boden und ihrem Jodabspaltungsvermége: 
vorhanden ? 

4. Von welchen Faktoren wird diese Bodeneigenschaft haupt 
sichlich beeinfluBt bzw. verursacht ? 


Zur Messung des Jodabspaltungsvermégens haben wir die Bestimmu 
des elementaren Jods mit unbedeutenden Abweichungen nach dem Vorga 
v. Fellenbergs (6) zugrunde gelegt. Es wurden von Mineralbéden 10 ¢ 
braunen Glasstépselflaschen von 100cem mit 2,5cem einer Lésung v 
10¢ J als KJ in 100 cem destilliertem Wasser befeuchtet und verschlosse: 
jeweils 24 Stunden oder einem vielfachen dieser Zeit der Reaktion iih: 
lassen. Von anmoorigen und Moorbéden wurden 5g Boden auber diese: 
Lésung unter Verreiben noch mit so viel Wasser versetzt, dab die Gesamt 
menge vollkommen durchfeuchtet wurde. Nach Ablauf der Reaktionsz 
wurden noch 22,5cem Wasser zugefiigt (bei Moorboden entsprechen« 
weniger), bis zur vollstandigen Aufschlammung des Bodens umgeschiitt: 
und rasch filtriert. Die Filtration soll nicht in Hartfiltern vorgenomme: 
werden, da bei langerer Dauer des Filtrierens wesentliche Jodverlust: 
eintreten kénnen. Meist ist das erste Filtrat bei Verwendung gewohnliche: 
Filter triibe; es wird aber nach ein- bis zweimaligem ZuriickgieBen de: 
ersten Anteile vollkommen klar. Unmittelbar anschlieBend, wird ein 
ausreichende Menge des Filtrats nach Zusatz von einigen Tropfen Stark 
lésung mit etwa n/700 Thiosulfatlésung titriert. Dann wurde die von |g 
Boden abgespaltene Menge Jod berechnet. 

Die Genauigkeit dieser Bestimmungsmethode ist nicht die = grdébt 
mdglichste. Doch muB sie vollkommen ausreichend erscheinen im Hinblick 
auf die UngleichmaBigkeit des Bodenmaterials, d. h. bei der Analyse zweic: 
Proben des gleichen Bodens, die nach dessen iiblicher Vorbereitung (luft- 
trockener Feinboden) genommen wurden. Die Zahlen der Tabelle I zeigen. 


Tabelle I. 





yJ abgespalten von 1. 


Bodenart Boden in 24 Stunden 


192 
180 
200 
30 
23 
26 
31 
16 
11 
12 
7 


Tertiarer Decklehm 


Quartirlehm yon Pettenbrunn..... . 


Granitboden von Aipolen . ..... 


——_ ~<a pee 


Burgsandsteinverwitterungsboden von Biichelberg . . 


Glimmerschiefer von Raumetengriin ......... 








iihx 

liese: 
Sarit 
AS Zé 

*hend 
litte!t 
pme! 
phust 
licher 
1 der 
elm 
firke 
nig 


robt 

blick 
were! 
(luft- 
igen, 


Jod als biogenes Element. XVII. 261 


sehr sich diese UngleichmaBigkeit der Probenahme im Abspaltungs- 
rmégen bei mehreren Analysen ein und desselben Bodens auswirkte. 
Die Schwankungen erscheinen bei den verschiedenen Béden von 
ainlicher GréBenordnung, so daB bei starkem Abspaltungsvermégen die 
Differenzen relativ gering, bei geringem Abspaltungsvermégen relativ 
groB sind. Auch die K J-Lésung allein enthalt nach langerem Stehen freies 
lod. Die Menge desselben ist aber sehr geringtiigig. Unter gleichen Be- 
lingungen ohne Boden enthielten nach 24 Stunden von der oben angegebenen 
k J-Lésung 


| ee a ee ae ee ae oe O3 y freies Jod. 
Es enthielten nach 24 Stunden 
2,5 cem 10mg K,CO, ... . . Oy freies Jod. 


Diese letzte Tatsache ist bemerkenswert mit Riicksicht auf die Ergebnisse, 
die mit alkalischen Béden erhalten wurden. 


C. Die Versuche. 
a) Das Jodabspaltungsvermégen verschiedener Béden. 

Dem Versuchsgedanken entsprechend, kam eine Reihe pedologisch 
besonders charakteristischer Boden auf ihr Jodabspaltungsvermégen 
zur Untersuchung. Die Ergebnisse sind in der Tabelle IT wiedergegeben. 
Die pu-Zahlen wurden elektrometrisch mit Hilfe der Chinhydron- 
elektrode im K Cl-Auszug ermittelt. Die Bestimmung der Gesamtsiure 
(Titrationsaziditat) erfolgte nach dem Verfahren von Daikuhara (7). 
Die untersuchten Béden sind typische Vertreter der verschiedensten 
Bodenarten zwischen den Extremen leichter Sand- und schwerer Ton- 
boden bzw. saurer Hochmoor- und neutraler bis alkalischer Nieder- 
moorboden. 

Ahnlich groBe Unterschiede wie die Bodenart und die Reaktion 
weist auch die GréBe des Jodabspaltungsvermégens auf. Es ist ohne 
weiteres zu entnehmen, dab ein Boden mit einer py-Zahl von 7 und héher 
kein Jod abspaltet. Dieses Ergebnis erscheint durch zwei sehr nahe- 
liegende Griinde erklirbar. In einem Boden, der nicht die Fahigkeit 
hat, KJ in HJ umzusetzen, ist kein Entstehen von freiem Jod aus 
Kaliumjodid zu erwarten. Wird jedoch freies Jod mit einem solchen 
Boden zusammengebracht, so wiirde dieses nach Mabgabe der Menge 
der vorhandenen Basen bzw. Salze alkalischer Reaktion gebunden. 
Bei Miocinsand, einem ausgesprochen neutralen und inaktiven Boden, 
wurde nicht mehr freies Jod gebildet, als die Jodidlésung allein enthalten 
hatte. Es war also der Sand ohne jede Wirkung. Auch auf der sauren 
Seite fanden sich Béden ohne irgendwelches Jodabspaltungsvermégen ; 
meist sind dies ausgesprochene Sandbéden, wahrend die lehmigen und 
tonigen Biden mit ihrem fast immer sehr hohen Gehalt an Eisen- und 
Manganverbindungen ein hohes Jodabspaltungsvermégen zeigen. Die- 
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264 K. Scharrer u. J. Schwaibold: 


jenigen Béden, welche bei einem wesentlich unter sechs liegendey 
pu- Wert kein Jod abspalten, besitzen fast simtlich einen hohen Geha| 
an organischer Substanz. Es sind dies die Moorbéden der verschiedenst: 

Herkunft. Salze dreiwertigen Eisens oxydieren Jodwasserstoff. Dic 
Hochmoorbéden sind sauer genug, um diese Reaktion zustande zy 
bringen. Nun ist aber von der betrachtlichen Menge Eisen, die diese 
Béden enthalten, der gréBte Teil organisch festgelegt und, soweit das 
nicht der Fall ist, durch die reduzierenden Eigenschaften dieser Boden 
in der Zweiwertigkeit erhalten. Ist diese reduzierende Wirkung abe: 
durch gute Permeabilitat und damit Durchliiftung des Bodens aut 
gehoben, so kann die anwesende grobe Menge humoser Bestandteile 
ausreichen, das freie Jod zu binden. Wie Boden Nr. 31 zeigt, kann bei 
langerem Andauern der Reaktion nach anfanglichem negativen Ausfall 
spater doch ein Abspaltungsvermégen in Erscheinung treten. Dies 
kann damit erklaért werden, daB zwar von Anfang an Jodwasserstoff 
oxydiert, zunaichst aber das gesamte Jod von den Humussubstanzen 
gebunden wurde, spiter dann dieses Bindungsvermégen zuriickging 
und die Abspaltung tiberwog. Alle tibrigen Biden mit mehr oder weniger 
ausgepragtem Abspaltungsvermégen sind Mineralbéden mit einem 
geringen oder praktisch gar keinem Humusgehalt. Der Lehmboden Nr. | 
mit dem gréBten bisher angetroffenen Jodabspaltungsvermégen von 
908 y J fiir 1 g Boden in 24 Stunden gehért auch zu den sauersten von 
den untersuchten Béden dieser Art. Im iibrigen aber geht bei diesen 
sowohl wie auch bei den anderen Biden das Abspaltungsvermégen 
durchaus nicht mit dem pg-Wert oder der titrierbaren Gesamtsiure 
parallel. Die potentielle bzw. aktuelle Aziditat ist daher nur als Vor- 
bedingung fiir die Fahigkeit, Jod abzuspalten, anzusehen. 

Bei Durchsicht der in Tabelle I] verzeichneten Ergebnisse kénnen 
nun als Ursache fiir die Abspaltung einerseits Bakterien und Enzyme 
in Betracht kommen, andererseits anorganische Bestandteile, durch 
welche eine Oxydationskatalyse bewirkt wird. Als solche anorganische 
Oxydationskatalysatoren kamen in erster Linie Eisen- und Mangan- 
verbindungen in Betracht. 

Wir haben zwei Béden gefunden (Nr. 12 und 14), bei denen einwandfrei 
die Menge des abgespaltenen Jods nach 72 Stunden geringer war als nach 
24 Stunden. Da zweifellos jedeWirksamkeit von Bakterien sowohl wie 
von Enzymen in kiirzester Zeit durch solche merkliche Mengen elementaren 
Jods paralysiert wird, so kénnten diese beiden Fille als Hinweis auf eine 
derartige, durch Jodwirkung zum Stillstand gekommene Tatigkeit an 
gesehen werden. Sie erscheinen jedoch als Ausnahmen gegeniiber den 
Ergebnissen bei allen anderen Béden, und auch die nachfolgenden Aus- 
fiihrungen legen nahe, daB es sich hier wohl nur um ein urspriinglich gering- 
fiigiges Abspaltungsvermégen handelt, welches in verhaltnismaBig kurze: 
Zeit zuriickging, und das abgespaltene Jod wieder durch organische Sub 
stanz oder schwach basische Salze gebunden wurde. DaB solche aktiv 
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266 K. Scharrer u. J. Schwaibold: 





Tatigkeit durch Bakterien oder Enzyme nicht oder nur in geringem Ma.) 
in Frage kommt, wird augenfallig durch die Versuche mit Boden Nr. 3 
Es werden von diesem Boden sehr erhebliche Mengen Jod abgespalt: 
welche nach 24 Stunden etwa 200 y betragen und nach achtmal 24 Stunden 
auf 345 y angestiegen sind. Da® der Anstieg proportional der Reaktionsze 
erfolge, kann nicht erwartet werden. DaB aber trotz der groBen Menye 
gebildeten Jods itiberhaupt noch eine weitere Jodabspaltung auftritt, 
beweist wohl, daB die Ursache hier nicht auf Bakterien oder Enzyme 
zuriickzufiihren ist, sondern nur in anorganischen Substanzen liegt. Aut 
Grund des Massenwirkungsgesetzes ist ja das Abspaltungsvermégen unte: 
den Versuchsbedingungen begrenzt, da das freie Jod nicht entfernt wird, 
so daB die Reaktion nach Verlauf einer gewissen Zeit zum Stillstand kommen 
muB. Die Bodeneigenschaft also, die hier mit Jodabspaltungsvermégen 
bezeichnet wird, ist in einer Zahl ausgedriickt, die nur einen Teil des ab 
soluten Abspaltungsvermégens bedeutet; dabei ist die in einer bestimmten 
Zeit (24 Stunden) abgespaltene Menge dem Abspaltungsvermégen tiberhaupt 
durchaus nicht immer, wie gezeigt wurde, proportional. 

In den Tabellen III und IV sind die mechanischen und chemischen 
Zusammensetzungen einer Anzahl der auf ihr Jodabspaltungsvermégen 
untersuchten Béden wiedergegeben. Die mechanische Bodenanalyse 


erfolgte in dem Schlammapparat von Kopecky (8). 


Aus Tabelle III ist zu ersehen, dab zwischen hohem Eisen- und 
Mangangehalt der Béden und dem Jodabspaltungsvermégen nur 
insofern Beziehungen bestehen, als bei saurer Reaktion vielfach ein 
starkes Jodabspaltungsvermégen mit einem hohen Eisen- und Mangan- 
gehalt Hand in Hand geht. Von irgendwelcher Proportionalitat kann 
aber nicht im geringsten die Rede sein, zumal als bei neutraler oder 
alkalischer Reaktion naturgemaB nach dem bereits friiher Erwahnten 
auch bei einem noch so groben Gehalt an Eisen und Mangan keine 
Jodabspaltung erfolgt. 


Nach Vergleich des Gehalts der Boden an Sand und Ton mit ihrem 
Jodabspaltungsvermégen ist aus den Tabellen IV und II zu folgern, 
daB im allgemeinen, wiederum saure Reaktion vorausgesetzt, die 
schweren Lehm- und Tonbéden ein héheres Jodabspaltungsvermégen 
als die Sandbéden zeigen. Irgendwelche exaktere Zusammenhiange 
jedoch sind auch hier nicht festzustellen. 


b) Anderung des Jodabspaltungsvermégens nach verschiedener 
Vorbehandlung der Béden. 


Um die Frage der Enzym- und Bakterienwirkung bzw. der Wirkung 
anorganischer Substanzen noch eingehender zu klaren, wurden Ver- 
suche mit einigen Boden nach verschiedenartiger Vorbehandlung durch. 
gefiihrt. Die Art dieser Vorbehandlung sowie die Resultate sind in der 
Tabelle V zusammengestellt. 


-.... 
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268 K. Scharrer u. J. Schwaibold: 

Das Verhalten der Boden Nr. 12 und 14 war dabei besonders bemerk« 
wert. Diese, sowie auch die beiden anderen untersuchten haben nach c: 
Trocknen und nach dem Sterilisieren jegliches Jodabspaltungsvermé 
verloren, obwohl die Reaktion nach wie vor sauer war. Eine Erklan 
hierfiir geben vielleicht die Bemerkungen in den Fu®Bnoten der Tabe 
Wiahrend die wasserigen Bodenfiltrate der urspriinglichen Béden farb 
oder nur durch Jod gefairbt waren, zeigten sie nach dem Trocknen bz 
Sterilisieren eine mehr oder weniger dunkle Farbung, ohne da®B freies J 
vorlag. Es waren organische Substanzen zersetzt worden, deren Spaltun 
produkte nun um so aufnahmefahiger fiir Jod wurden. 

Die bis zur Gewichtskonstanz gegliihten Béden ergaben gegenii! 
den urspriinglichen Béden ein vollkommen verindertes Bild. Die As: 
des Moorbodens hatte auch jetzt ungeachtet der groBen Mengen Eis 
nicht das geringste Abspaltungsvermégen. Der Grund ist, daB die Reakti: 
stark alkalisch geworden war. Der Boden Nr. 14 hatte ungefaihr wied 
den urspriinglichen Wert erreicht, trotz der jetzt wesentlich weniger saure: 
Reaktion. Auch bei den Béden Nr. 12 und 15 hatte sich die Aziditat etwas 
verringert, doch war dessen ungeachtet die Abspaltung vervielfacht. Das 
Jod wurde also durch anorganische Oxydationskatalysatoren abgespalten, 
und es konnte, da alle organischen Substanzen infolge des Gliihens zerstért 
worden waren, nicht oder nur in geringem MaBe wieder gebunden werde: 

Die Art der Ausfiihrung einiger weiterer Untersuchungen und deren 
Ergebnisse sind aus der Tabelle VI zu entnehmen. 

Die Behandlung des Bodens mit 2°,,iger Phenollésung hat in allen 
Fallen das Jodabspaltungsvermégen erhéht, trotzdem andererseits cic 
Aziditat verringert wurde. Noch betrachtlicher ist die Steigerung nach 
Behandlung mit n/10 AICl,-Lésung. Hier hat sich auch die Boden 
reaktion nach dem Auswaschen in zwei Fallen nach der sauren Seite 
hin verschoben, und zwar am meisten bei jenem Boden, der dann auch 





die gréBte Steigerung des Abspaltungsvermégens zeigte. Auch durch } 
diese Versuche wird die Frage nach der Ursache des Jodabspaltungs : 
vermégens zugunsten anorganischer Bodenbestandteile entschieden ‘ 
Nachfolgend sei noch ein Beispiel angefiihrt, wie ein Boden zufolge 
seiner alkalischen Reaktion kein Jod abzuspalten vermag, nach einer é 
Behandlungsweise jedoch, die ein Sauerwerden und damit eine Entfernung : 
alkalisch reagierender Salze zur Folge hat, ein erhebliches  Jod 
abspaltungsvermégen zeigt. Die Salzsaure wurde bis zum Verschwinden 
der Cl-Reaktion ausgewaschen. 
Boden von Enzersdort Pu ~~ \ 
I 
ee ne are me 7,90 0 I 
Mit 150 cem konz. HCl 2 Stunden gekocht . . 3,19 45 
e 
Den EinfluB einer Bestrahlung verschiedener Boden mit der Quarz- ‘ 





Quecksilberlampe gibt Tabelle VII wieder. 
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Jod als biogenes Element. XVII. 


Tabelle VII. 
Der EinfluB ultravioletten Lichtes auf das Jodabspaltungsvermégen 


einige Béden. 





Mit Quarzlampe bestrahit 
Zeitdauer © : 
dee ie 20 cm Abstand 
spaltung = §Min. 20 Min. SO Min. 


Std yJ } } 


Bodenart normal 


Granitboden yon Aipolen 
(grobsandiges, stark stein- 
haltiges Material) . 


Quartarlehm vy. Pettenbrunn 
(tonhaltiger Lehmboden) . 


Basalt vom Kreuzberg (stark 
tonhaltiger Feinsand) . . oe y 3! SS 61 





Zei Mit Quarzlampe bestrahlt, 
-eitdauer 50 cm Abstand 


der Abs 
spaltung 5 Min. 20 Min, 80 Min, 


Std. yJ yJ yJ 


Bodenart norma! 


Granitboden von Aipolen 
(grobsandiges, stark stein- 
haltiges Material) . 


Quartirlehm vy. Pettenbrunn 
(tonhaltiger Lehmboden) . 


Basalt vom Kreazberg (stark 
tonhaltiger Feinsand) . . 2 24 5! 146 158 136 


Die Ergebnisse sind nicht sehr eindeutig. Eine Erhéhung des Ab- 
spaltungsvermégens ist offenbar bei Boden Nr. 13 bei Bestrahlung in groBer 
Nahe (20cm) erfolgt, waihrend dies bei gréBerem Abstand (50cm) nicht 
mehr der Fall war. Die Verringerung des Jodabspaltungsvermégens bei 
den Béden Nr. 12 und 8 nach Bestrahlung von 80 Minuten Dauer und 
20em Abstand muB auf die, trotz Kiihlung, erhebliche Erwirmung des 
Bodens zuriickgefiihrt werden. Im iibrigen ist eine gesteigerte Wirkung 
bei Boden Nr. 12 nur nach langer Bestrahlung in groBem Abstand erfolgt, 
wihrend bei Boden Nr. 8 in allen Fallen eine merkliche Erhéhung des 
Abspaltungsvermégens eingetreten ist. 


c) Jodabspaltungsvermogen und Hydroperoxyd spaltende 
Eigenschajt der Béden. 


Um etwaige Zusammenhinge zwischen dem Jodabspaltungs- 
vermégen und der Wasserstoffperoxyd spaltenden Eigenschaft der 
siden zu studieren, sind in Tabelle VIII die entsprechenden Zahlen 
bei einigen der untersuchten Béden angegeben. 

Die durch die Hydroperoxyd spaltende Eigenschaft der Boden 
entwickelte Menge Sauerstoff wurde in der Weise ermittelt, dab 5 g luft- 
trockener Boden mit 20 cem 3°, iger H,O, (Merck pro analysi, absolut 
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siurefrei) genau 1 Stunde in der Apparatur von J. Kénig (9) behandett 
wurde. 


Die Wasserstoffperoxyd spaltende Eigenschaft der Béden hangt 
wie an anderer Stelle gezeigt worden ist (10), mit der Reaktion insofern 
zusammen, als im allgemeinen saure Biden diese Eigenschaft in viel 
geringerem Grade aufweisen als neutrale und gar stark alkalische 
Andererseits steigt das katalytische Vermégen gegeniiber Wasserstoff. 
peroxyd meist bei einem héheren Gehalt der Béden an Eisen- und 
Manganverbindungen. Da das Jodabspaltungsvermégen der Béden 
nur bei saurer Reaktion von Bedeutung ist, andererseits es durch Eisen. 
und Manganverbindungen begiinstigt wird, ist zu erwarten, daB die Be- 
ziehungen zwischen diesen beiden Bodeneigenschaften weder gerade, noch: 
umgekehrt proportional sein, sondern sich die verschiedenen Wirkungen 
der gemeinsamen Ursachen oft iiberkreuzen werden. Dazu kommt noch 
das durch die, wie oben geschildert wurde, absorbierende Wirkung der 
organischen Substanz geringe Jodabspaltungsvermégen der Moorbéden 
wiahrend die Hydroperoxyd spaltende Wirkung der alkalischen Nieder- 
moore grob, die der sauren Hochmoorbéden dagegen klein ist. Bei 


Tabelle VIII. 


Jodabspaltungsvermégen und Hydroperoxyd spaltende Eigenschaft 
der Béden. 





yJ aes Entwickelter 


Nr. Bodenart Pu von 1g Boden Sauerstoft 
in 24 Stunden ccm 
3 Tertiirer Decklehm .. . . . . | 5,65 200 219.5 
6 Boden aus Norwegen Ringsaker“ bes 5.59 123 222.0 
8 Basalt vom Kreuzberg ........ 4.25 69 180.5 
9 Boden von Dietmannsried ...... | 5,68 54 198,90 
12 Quartarlehm von Pettenbrunn. . . . . | 5,07 30 192.6 
13 Granitboden von Aipolen . . . . || 4,48 26 100,0 
14 Burgsandsteinverw itterungsboden von 
Biichelberg ; = 5,17 16 111,7 
15 Glimmerschiefer von Raumetengran ; 4,63 12 155,0 
16 Boden aus Norwegen ,Hamar“ 5,62 7 61,5 
17 Boden von Regau . . . | 5,47 45 122,2 
18 Boden vom Kalischlag  Weihenstephan 
(40% iges Kalisalz). . . . || 5,45 Spur 195,0 
19 Boden vom Kalischlag W eihenstephan 
(ungediingt). . . . | 6,58 0 216,0 
20 Gneisverwitterungsboden von Passau. . | 5,77 Spur 104,4 
21. Schotterboden von Hollern ...... | 7,05 0 243.0 
22 Boden von Enzersdorf bei Wien. . . . 7,90 0 226.5 
23 Miocainsand von Vétting .......~ 6,57 Spur 144.6 
24 Niedermoor von Pulling .......)| 6,23 0 260,5 
25 Boden von Norwegen .Veldre“ - « || 6,09 0 86,5 
27. Buntsandstein von Sendelbach. . . . . | 5,67 0 104,6 
81  Hochmoor von Bernau....... . + 3,26 Spur 39,0 
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Moorbéden liegen also die Verhaltnisse so, daB ihre katalytische Wirkung 
gegeniiber Hydroperoxyd bei Hochmoorbéden klein, bei Niedermoor- 
bo den groB ist, wahrend ihr Jodabspaltungsvermégen in beiden Fallen Null 
betragt. Bei Mineralbéden bedingt im allgemeinen eine saure Reaktion 
ein hohes Jodabspaltungsvermégen und eine geringe katalytische 
Wirkung gegeniiber Hydroperoxyd, eine alkalische Reaktion das um- 
gekehrte Verhalten. Doch gibt es, wie aus Tabelle VIII hervorgeht, 
genug Béden, bei denen ein héherer Gehalt an Bodenkolloiden bzw. 
Kisen- und Manganverbindungen bei gleichzeitig saurer Reaktion sowohl 
ein nicht unbetrachtliches Jodabspaltungsvermégen als eine ziemlich 
hohe Sauerstoffentwicklung aus Wasserstoffperoxyd verursacht. 


D. Zusammenfassung. 


Die der Arbeit zugrunde gelegte Fragestellung mu mit Riicksicht 
auf die experimentellen Ergebnisse folgendermaBen beantwortet werden : 

1. Es wurde das Jodabspaltungsvermégen einer Reihe typischer 
und bodenkundlich bemerkenswerter Béden festgestellt. Mineralbéden 
mit saurer Reaktion zeigten eine hohe, solche mit neutraler oder 
alkalischer Reaktion meist tiberhaupt keine Jodabspaltung. Bei Moor- 
bdden lagen die Verhaltnisse insofern etwas anders, als auch die sauren 
Hochmoorbéden wohl infolge Bindung des frei gewordenen Jods an die 
organische Substanz praktisch keine Jodentwicklung aufwiesen. Bei 
Mineralbéden der gleichen sauren Reaktion war bei Lehm- und Ton- 
biden im allgemeinen ein héheres Jodabspaltungsvermégen als bei 
Sandbéden zu beobachten. Meist wurde bei einem Vielfachen von 
24 Stunden von den verschiedenen Biden mehr Jod abgespalten als 
innerhalb dieser Zeit. Doch wurden auch Fille beobachtet, wo die 
Jodspaltung bei lingerer Zeitdauer geringer war als bei kurzer. 

2. Durch Trocknen der Biden bei einer Temperatur von 100° 
wurde ebenso wie beim Sterilisieren das Jodabspaltungsvermégen auf 
Null heruntergedriickt. Durch Gliihen bis zur Gewichtskonstanz war 
zu beobachten, daB mit Ausnahme eines Hochmoorbodens, der auch 
dann keine Jodabspaltung aufwies, das Jodabspaltungsvermégen auf 
ein Vielfaches des urspriinglichen erhéht wurde. Durch Behandlung 
mit Phenol- und Aluminiumchloridlisungen verschiedener Konzentration 
konnte stets eine betrichtliche Erhéhung der Jodabspaltung fest- 
gestellt werden. Ein stark alkalischer Boden, der urspriinglich kein 
Jod abspaltete, zeigte nach Auskochen mit tiberschiissiger Salzsiure 
und dadurch erzielter saurer Reaktion eine ziemliche Jodabspaltung. 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht bewirkte nur geringe Ver- 
anderungen des Jodabspaltungsvermégens. 

3. Da saure Reaktion die Hydroperoxyd spaltende Eigenschaft 
der Béden verringert, jedoch das Jodabspaltungsvermégen erhdht, so 





stehen wohl urspriinglich diese beiden Bodeneigenschaften unter sojst 
m gleichen Bedingungen in einem gewissen Gegensatz; doch verwischic 
sich meist infolge der Wirkung anderer Faktoren, wie insbesonde: 
durch den Gehalt der Béden an Kolloiden bzw. Eisen- und Mang 
verbindungen, die bei entsprechender (saurer) Reaktion beide Bode; 
eigenschaften gleichzeitig begiinstigen, diese Beziehungen sehr stark 
AuBerdem ist das Jodabspaltungsvermégen der Moorbéden stets Nu! 
wahrend die Wasserstoffperoxyd spaltende Wirkung bei Hochmoorbiden 
gering, bei Niedermoorbéden fast immer sehr betrachtlich ist. 
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dieser Reaktion nicht anders zu erwarten ist, nur bei pg-Werten unter 7 
beobachtet werden Im allgemeinen ist das Jodabspaltungsvermége: 
um so grOBer, je saurer die Reaktion und je gréBer der Gehalt an Boden 
kolloiden, insbesondere Eisen- und Manganverbindungen ist. Als 
Ursache dieser Bodeneigenschaft sind hauptsachlich anorganisc. 
Oxydationskatalysatoren, wie Eisen- und Manganverbindungen, an 
zusehen, wahrend Enzyme und Bakterien dabei nur eine geringere Rolle 
zu spielen scheinen Da bei an organischen Substanzen reichen Boden 
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4. Die Jodabspaltung kann bei Biden, wie bei dem Chemismus 


Mis he : ; : 1 
primar abgespaltenes Jod sekundar wieder gebunden wird, liegen dic f 
| Verhaltnisse praktisch so, daB ein hoher Gehalt des Bodens an P 
; organischen Stoffen die Jodabspaltung nicht zur Auswirkung kommen ) 
s laBt ] 
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Ein Beitrag zur Mikrojodtitration. 
Von 
Alexander Sturm. 
(Aus der Medizinischen Universitaéts-Klinik Jena.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Fellenbergsche Jodbestimmungsmethode, deren wir uns seit 
1924 mit gutem Erfolge bei- Jodstoffwechseluntersuchungen bedienen, 
fand in den letzten Jahren bei allen wichtigeren Arbeiten auf dem 
Gebiete der Jodforschung Verwendung. (Bleyer und Scharrer, Stoklasa 
Wrangel, Maurer, Lunde, Jansen und Robert, Orr, Guggenheimer und 
Jochmann.) Sie darf wohl heute als die Methode der Wahl bei der 
Mikrojodanalyse angesehen werden. 

Schon zu Beginn unseres jodanalytischen Arbeitens waren wir 
bestrebt, die rein kolorimetrische Erfassung der Jodwerte, wie sie 
Fellenberg (1) zum Nachweis kleinster Jodmengen vorschreibt, durch 
eine titrimetrische Bestimmungsmethode zu ersetzen. Wir forderten 
damals fiir jedes durch Kolorimetrie erzielte Analysenergebnis einen 
entsprechenden titrimetrischen Kontrollwert. Wir fanden wiederholt 
in Testanalysen Differenzen zwischen Titration und Kolorimetrie, und 


zwar zuungunsten der letzteren. Eine konstant gute Ubereinstimmung 
wurde nur erzielt, wenn die Testlisungen reine Kaliumjodidlésungen 
waren. Enthielten die Lésungen noch andere Salzbeimengungen 
(Carbonate in etwas reichlicherer Menge), so fielen die kolorimetrischen 


Werte meist zu niedrig aus. 

Wegen dieser Unsicherheit in der Wertung der kolorimetrischen Er- 
gebnisse verzichten wir seit etwa 1'., Jahren vollig auf die Kolorimetrie 
bei allen Jodanalysen mit iiber | y Jodgehalt. Jodbestimmungen unter 
ly suchen wir, wenn irgend méglich, dadurch zu vermeiden, da wir 
die Menge des Ausgangsmaterials erhéhen (so z. B. 15 cem Blut statt 
10cem zur Analyse verwenden). Der Verzicht auf die Kolorimetrie 
war uns erst dadurch méglich, daB wir die Mikrojodtitration weit 
zuverlissiger gestalteten, als dies uns urspriinglich gelang. 
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stehen wohl urspriinglich diese beiden Bodeneigenschaften unter sonst 
gleichen Bedingungen in einem gewissen Gegensatz; doch verwischey 
sich meist infolge der Wirkung anderer Faktoren, wie insbesonder 
durch den Gehalt der Béden an Kolloiden bzw. Eisen- und Mangan. 
verbindungen, die bei entsprechender (saurer) Reaktion beide Boden 
eigenschaften gleichzeitig begiinstigen, diese Beziehungen sehr stark 
AuBerdem ist das Jodabspaltungsvermégen der Moorbéden stets Nui! 
wihrend die Wasserstoffperoxyd spaltende Wirkung bei Hochmoorbéden 
gering, bei Niedermoorbéden fast immer sehr betrachtlich ist. 

4. Die Jodabspaltung kann bei Biden, wie bei dem Chemismus 
dieser Reaktion nicht anders zu erwarten ist, nur bei py-Werten unter 7 
beobachtet werden Im allgemeinen ist das Jodabspaltungsvermége: 
um so gréBer, je saurer die Reaktion und je gréBer der Gehalt an Boden 
kolloiden, insbesondere Eisen- und Manganverbindungen ist. Als 
Ursache dieser Bodeneigenschaft sind hauptsiachlich anorganische 
Oxydationskatalysatoren, wie Eisen- und Manganverbindungen, an 
zusehen, waihrend Enzyme und Bakterien dabei nur eine geringere Rolle 
zu spielen scheinen Da bei an organischen Substanzen reichen Biden 
primar abgespaltenes Jod sekundar wieder gebunden wird, liegen die 
Verhaltnisse praktisch so, daB ein hoher Gehalt des Bodens an 
organischen Stoffen die Jodabspaltung nicht zur Auswirkung kommen 
labBt 

E. Literatur. 

1) Th. v. Fellenberg, Mitteilungen aus dem Gebiete der Lebensmitte! 
untersuchung und Hygiene 18, 253, 1927; diese Zeitschr. 188, 327, 1927. 

2) Th. v. Fellenbeig, H.Geilinger und K. Schweizer, diese Zeitschr. 152, 
172, 1924. 3) Th. v. Fellenberg und H. Geilinger, ebendaselbst 152, 185, 
1924, — 4) J. Stoklasa, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 20, 1927. 5) O. Gertz, 
diese Zeitschr. 169, 435, 1927. 6) Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 18s, 
327, 1927. — 7) @. Daikuhara, The Bull. of the Imp. Agr. Exp. St. Japan 
1914, S.1; Jahrber. f. Agrikulturchem. 1914, 8.55. — 8) J. Kopecky, 
Die Bodenuntersuchung zum Zwecke der Drainagearbeiten mit besondere: 
Beriicksichtigung der Ausfiihrung mechanischer Bodenanalysen mittels 
eines neu kombinierten Schlimmapparats. Prag 1901. 9) J. Konig, 
Die Untersuchung landwirtschaftlicher und landwirtschaftlich-gewerbliche: 
Stoffe. Berlin 1901. Beziiglich der Methodik der Ermitthung der Wasser- 
stoffperoxyd spaltenden Eigenschaft der Béden vgl. auch Anmerkung 10. 

10) K. Scharrer, diese Zeitschr. 189, 125, 1927; Landw. Versuchsst. 107, 
143, 1928. 
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Ein Beitrag zur Mikrojodtitration. 
Von 
Alexander Sturm. 
(Aus der Medizinischen Universitéts-Klinik Jena.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Fellenbergsche Jodbestimmungsmethode, deren wir uns seit 
1924 mit gutem Erfolge bei- Jodstoffwechseluntersuchungen bedienen, 
fand in den letzten Jahren bei allen wichtigeren Arbeiten auf dem 
Gebiete der Jodforschung Verwendung. (Bleyer und Scharrer, Stoklasa 
Wrangel, Maurer, Lunde, Jansen und Robert, Orr, Guggenheimer und 
Jochmann.) Sie darf wohl heute als die Methode der Wahl bei der 


Mikrojodanalyse angesehen werden. 

Schon zu Beginn unseres jodanalytischen Arbeitens waren wir 
bestrebt, die rein kolorimetrische Erfassung der Jodwerte, wie sie 
Fellenberg (1) zum Nachweis kleinster Jodmengen vorschreibt, durch 
eine titrimetrische Bestimmungsmethode zu ersetzen. Wir forderten 
damals fiir jedes durch Kolorimetrie erzielte Analysenergebnis einen 
entsprechenden titrimetrischen Kontrollwert. Wir fanden wiederholt 
in Testanalysen Differenzen zwischen Titration und Kolorimetrie, und 
zwar zuungunsten der letzteren. Eine konstant gute Ubereinstimmung 
wurde nur erzielt, wenn die Testlisungen reine Kaliumjodidlésungen 
waren. Enthielten die Lésungen noch andere Salzbeimengungen 
(Carbonate in etwas reichlicherer Menge), so fielen die kolorimetrischen 
Werte meist zu niedrig aus. 

Wegen dieser Unsicherheit in der Wertung der kolorimetrischen Er- 
gebnisse verzichten wir seit etwa 1!., Jahren vollig auf die Kolorimetrie 
bei allen Jodanalysen mit iiber 1 y Jodgehalt. Jodbestimmungen unter 
ly suchen wir, wenn irgend méglich, dadurch zu vermeiden, daB wir 
die Menge des Ausgangsmaterials erhéhen (so z. B. 15 ccm Blut statt 
10cem zur Analyse verwenden). Der Verzicht auf die Kolorimetrie 
war uns erst dadurch méglich, daB wir die Mikrojodtitration weit 
zuverlissiger gestalteten, als dies uns urspriinglich gelang. 
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A. Sturm: 


Wie schon friiher mitgeteilt (2), ist das Prinzip der angewandte 
Jodtitration [nach Winkler (3)]: Oxydation des Jodids der Analysey 
lésung mit Chlorwasser zu Jodat, Abdampfen des iiberschiissige; 
Oxydationsmittels und Infreiheitsetzung des Jods unter Reaktion mi: 
zugesetztem reinsten Kaliumjodid, Titration des freien Jods mit 
Natriumthiosulfat unter Starkezusatz. 


DaB das Chlorwasser durch Abdampfen und Einkochen der Analy-: 
lésung auf etwa ein Drittel ihres Ausgangsvolumens wirklich quantita 
entfernt werden kann, das zeigten zahlreiche Leeranalysen in salzarme 
anorganischen Lésungen, die stets —- wie zu erwarten — eine abso! 
negative Jodatprobe ergaben. (Ein Nachbliuen nach 3 bis 5 Minute; 
langem Stehen an der Luft kommt auch bei jodfreien Analysen vor a 
Folge der Oxydation des zugesetzten Kaliumjodids durch den Luftsaw 
stoff.) Der Einwand Blums (4), da8 doch stets Chlor in kleinen Meng: 
in der Analyse zuriickbleibt und so durch Reaktion mit KJ Jodatanwese: 
heit vortéuscht, ist nur berechtigt, wenn in der zu titrierenden Lésuny, 
noch geringste Spuren organischer Substanz anwesend sind. An dies 
organischen Verunreinigungen hangt sich das Chlor auBerordentlich fe 
und kann durch Abdampfen nicht entfernt werden. Das so gebundem 
Chlor entzieht sich auch dem Nachweis durch Entfarbung von Methy 
orange, bleibt aber noch chemisch wirksam auf K J. 


Es ist also unerlaBliche Vorbedingung fiir die Gewinnung eines 
einwandfreien Analysenresultates, da durch sorgfaltigste Veraschung 
der organischen Substanzen (namentlich beim ,,Uberglithen der Platin 
schale**, s. Fellenbergsche Methodik) und durch peinlichsten Schutz 
der reinen Salzasche vor Staub und sonstigen Verunreinigungen ein 
volliges Fehlen organischer Partikelchen gewahrleistet ist. Diese Be 
dingung wird bei entsprechender Ubung stets erfiillt. 

Ist die Analysenlésung rein anorganische Salzlisung, so hang! 
die Genauigkeit der titrimetrischen Methode vor allem von der Scharf 
des Indikatorumschlages ab. Gerade hier liegt die Hauptschwierigkeit 
der Mikrojodtitration; denn der Jodstarkeindikator zeigte zu Beginn 
unserer Untersuchungen oft geradezu launenhafte Fehlausschlage. An 
dieser Stelle muBten also unsere methodischen Versuche einsetzen, wer 
eine exakte Mikrojodtitration erzielt werden sollte. 


Durch ganz systematische Untersuchungen trachteten wir danac!: 
die optimale Konzentration und die optimale Herstellungsweise de: 
Stirkelésung zu ermitteln, bei der ein priiziser Ubergang der himme! 
blauen Farbe der Jodstarke in farblos ohne stérende violette und rétlicl 
Zwischenténe bei der Titration mit Natriumthiosulfatlésung erfolgte 
Hierbei ergab sich: 

1. Fiir die titrimetrische Jodbestimmung unter 10 y erwies sic!) 
als optimale Konzentration: 0,5ccm einer 1 °,igen Starkelésung als 
Indikatorzusatz zur Analysenlésung von 5 bis 6 ccm Volumen. 









andte) 
alysen 


issige: 


DN mit 
Is mit 


al ys: 
ntita 
ATID) 
absi 
inuter 
vor a 
tsar 
fen 
wese! 
LOsuny 
| clies 
‘h fes 
inder 
lethy 


eines 
chung 
latin 
schutz 
n ein 
e Be 


hangt 
sharfe 
igkeit 
egini 
An 
wen! 


nacli 
e det 
nme! 
tlich: 
olgte 


Mikrojodtitration. 275 

2. Die Starkelésung muB® taglich frisch bereitet werden: man list 
eine kleine Messerspitze (0.1 g) ,,lésliche Starke Kahlbaum* in 10 cem 
\jua redest. unter Erwarmen, laBt 1 Minute lang kochen, kiihit dann 
soyleich unter dem Wasserleitungsstrahl energisch ab und bringt die 


Stirkelésung bei einer Temperatur von 6 bis 8°C zur Verwendung 


Man bewahrt die frisch bereitete Starkelésung, umspiilt von eisgekiihltem 
Wasser, bei Zimmertemperatur auf. 

3. Die Analysenlésung selbst muB nach Abdampfen des Chlor- 
wassers ebenfalls sogleich auf 6 bis 8°C abgekiihlt und der Titration 
unterzogen werden. Ein langeres Stehen- und langsames Erkaltenlassen 
der Lésung ist unzweckmabig. 

Untersucht man unter Beachtung dieser drei Vorschriften Typ- 
ésungen, d. h. reine wasserige Lésungen von bekanntem Jodgehalt, titri- 
metrisch wie dies bei Einstellung des Titers der Thiosulfatlésung not- 
wendig ist so kann man sich leicht von der tiberaus groBen Exaktheit 


} 


ler Titrationsmethode iiberzeugen (Fehlergrenze bis zu 3), s. Tabelle I. 


Tabelle I. 





Zur Titration der bekannten 
Jodmengen waren notwendig: 
n 500 Natriumthiosultat- 
lésung in com 


Zur Untersuchung: 
lyplésung von bekanntem 
Jodgehalt in j 


0,01 com n/500 Natrium- a 
thiosultatlésunyg ent- 0.43 10 
spricht y Jod on . 


90,0 2.09 
90,0 2.08 90 2208.6 
90,0 2.09 


5.0 0,116 
5.0 0.115 5/1156 
5.0 0,116 


4.0 0,095 
4.0 0.092 49.36 0.48 
4.0 0.094 
3,0 0,070 
3.0 0.068 36.9 0.43 
0,069 
0,058 
0.059 2.5/5.9 0,42 
0,059 
0,059 
0.049 24.96 0,404 


0.050 


0,039 
0,039 1.5/3,96 0,38 
0,040 


0.031 
0.028 1/2.93 0.345 
0.029 
0.016 


Rip AR a9 
0,015 0,5/1,55 0.32) 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind die fiir die einzelnen Ty 
lisungen erzielten titrimetrischen Werte von befriedigender Uber 
einstimmung. Vergleicht man aber die ganze Analysenreihe, so erken:t 
man, daB zur Titration der Jodmengen unter 3 y relativ mehr Thiosultat 
nétig war, als bei Typlésungen mit héherem Jodgehalt. Mit anderen 
Worten, der Titer der Thiosulfatlésung nimmt scheinbar ab oder ce 
Farbumschlag des Indikators wird in sehr jodarmen Lésungen ver2dq: rt 
Diese Verzégerung ist nicht eine zufallige und inkonstante, sondern 
scheint eine absolut gesetzmabige zu sein. Sie nimmt mit fallendem 
Jodgehalt der Lésung zu. 

Versuchen wir den Grad der Verzégerung des Indikatorumschlages 
rechnerisch zu erfassen! 

Wir bezeichnen die Menge Jod (in y), die mit 0,01 cem nd 
Natriumthiosulfatlésung zur Reaktion kommt als ,,Index**. Es waren 
z. B. in Tabelle I zur Titration von 90y Jod 2,086ccm Natrium 
thiosulfatlésung notwendig. Es entspricht also 0.01 cem der Titrier 
lisung = 902,086 = 043 y Jod. Der Index ist demnach = 0.48 
Setzen wir diese Zahl gleich 1,0, so sehen wir, daB dieser Index ganz 
gleich bleibt, ob wir 90 oder 3y Jod titrimetrisch bestimmen. Der 
Umschlag des Indikators erfolgt stets nach 











> Verbrauch der errechneten und theoretisch 
is notwendigen Thiosulfatmenge. 
ug Titrieren wir dagegen Jodmengen unter 
$3 3 y, so verringert sich der Index; er sinkt von 
yy 6 ° rae . P a a ° ome . 
% BS 0,43 bei Titration von 3 y auf 0,345 bei Titration 
s 1 . : 
. 3 os von ly. D.h. er ist um 0,8mal kleiner ge 
+ ” 7 
8 E S8 worden. Der Umschlag des Indikators erfolgt 
< | . y 
SiSs¥ nicht mehr nach Verbrauch der errechneten 
50| %@0 Tt Thiosulfatmenge, sondern etwas spater. 
"| > Wihlen wir die graphische Darstellung 
0 . . , _ , 
" indem wir zu jedem Wert von | bis 3 y (in 
y ° os * ‘ y 
ad der Ordinate) den zugehérigen Grad der Ver 
30| 22 - : ; 
, zogerung des Indikatorumschlages (in cer 
25| 60 ; : ; 
Abszisse) suchen, so ergibt sich uns iiber 
20| 48 + a : a . 
Me raschenderweise eine genau definierte Kuryv 
45| 3 t ; : : 
(s. Abb. 1). Diese ist Ausdruck der Verande 
40| 24 : < iti ae 
pe ae al rungen, die der Index der Titrierlésung durch 
Ue: die Indikatorumschlagsverzégerung — erfahrt 
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und kann daher als Titerkorrekturkurve an 
gesehen werden. Sie wird fiir die Erzielung 
genauer titrimetrischer Werte in der Jodanalyse wertvoll, wenn wir als 
Ordinate nicht die y-Werte der Typlésungen, sondern die ihnen rec/ 
nerisch entsprechenden Mengen einer genau n/500 Natriumthiosulfat 
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\.sung (mit dem theoretischen Index = 0,42, Titer 1,00) angeben. 
Dieses Koordinatensystem kann dann unter Vernachlissigung eines 
kleinen Fehlers fiir alle Thiosulfatlésungen als giiltig betrachtet werden, 
die einer n/500 Lésung nahestehen, d. h. fiir alle Lésungen mit dem 
Index: 0.01 cem entspricht 0,41 bis 0.43 y Jod. 

Wenn also z. B. in einer Jodanalyse 3,6/100cem jener Thiosulfat- 
losung, die wir bei den in Tabelle I mitgeteilten Untersuchungen verwandten, 
zur Titration nétig waren, so ist der Jodgehalt nicht: 3,6 ~ 0,43 1,55 y, 
sondern 3,6 (0,43 x 0,88) 3,6 0,378 1,36 y. 

Mit Hilfe der Titerkorrekturkurve wird der durch die Indikator- 
umschlagsverzégerung bedingte Fehler bei der Titration sehr kleiner 
Jodmengen ausgeschaltet. 

Fragen wir nach der Ursache der Verzégerung des Indikator- 
umschlages in sehr jodarmen Lésungen, so miissen wir uns vorliufig 
eine Beantwortung dieser Frage versagen. Spielen hier irgendwelche 
Dissoziationsvorgange im Jodstarkemolekularkomplex eine Rolle, 
die sich nur in tiberaus verdiinnten Jod-Jodkalilésungen neben dem 
Ablauf der Thiosulfat-Jodreaktion durchzusetzen und dadurch in 
Erscheinung zu treten vermdégen ? 

DaB es gelingt, Jodmengen bis zu einem Millionstel Gramm dem 
titrimetrischen Nachweis zuzufiihren, ist an sich erstaunlich: Es wird 
dies dadurch méglich, daB durch weitgehende Verringerung des Volumens 
der Analysenlésung die Jodkonzentration kiinstlich gesteigert wird. 
Wir titrieren als unterste Grenze nicht Lésungen mit einer Jod- 
konzentration von 10~* g, sondern mit einer etwa zwanzigfach héheren 
Konzentration. Das Volumen der Analysenlésung wird durch Ein- 


dampfen in 50-cem-Erlenmeyerkolben auf 5 ccm beschrankt. Enthalt 


diese Fhissigkeit 1 y Jod, so bedeutet dies eine Jodkonzentration von 
20 y-°%,. Damit sind wir weit oberhalb der von Blum mit 4 y-°,, an- 
gegebenen Grenze der Titrierfahigkeit. 

Eine solche Einengung der Analysenlésung kann natiirlich nur in 
salzarmen Fhissigkeiten erfolgen, wie wir sie beim Auflésen der nach 
dem Abdampfen des zweiten Alkoholauszuges verbleibenden winzigen 
Salzkrusten (s. Fellenbergsche Methodik) in Wasser erzielen. Eine 
Schmelzlésung aus 200ccm Blut (wie sie Blum verwendet) kann 
selbstverstandlich nicht derartig konzentriert werden. Wird die 
Analysenfliissigkeit zu salzreich, so wird der Indikatorumschlag un- 
scharf und inkonstant verzigert. Kleine Jodmengen in hochkonzen- 
trierten Salzlisungen kénnen weder titrimetrisch noch kolorimetrisch 
bestimmt werden. Aus diesem Grunde verzichten wir auch durch noch 
gesteigerte Volumenbeschrankung, die in entsprechend kleineren Ge- 
faBen leicht méglich ware, die Grenze der Titrierfahigkeit tiber 20 y-",, 
Jodkonzentration hinaus nach unten zu drangen. Unter | y Jodgehalt 
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der Typlésung konnten wir bisher keine befriedigenden Titration. 
ergebnisse erzielen. (Daher wurde auch der Verlauf der Titerkorrekt)); 
kurve unter | y nicht weiter verfolgt.) 

Endlich noch ein Wort iiber die bei der Mikrojodanalyse ve. 
wendeten Titerlésungen! 

Als Urtiterlésung (zur Einstellung der Thiosulfatlésung) wird ei: 
wasserige Jodkaliumlésung verwendet, die 13,08 mg KJ in 100 cem 
oder | y Jod in 0,01 cem enthalt. Um diese Lésung méglichst konstan: 
zu halten, verfahren wir nach dem Vorschlage Béttgers (5): Zur Ver 
meidung der schadlichen Wirkungen des Luftsauerstoffs wird zw 
Bereitung der Lésung jodfreies Aqua bidestillata verwendet, das durc! 
30 bis 40 Minuten langes Auskochen vorher voéllig luftfrei gemacht 
wurde. Die frische Lésung wird in ein trockenes, braunes Glasgefi\ 
gebracht, aus dem vorher die Luft durch einen Kohlensauregasstrom 
verdrangt worden war. Die Kaliumjodidlésung halt sich in einen 
vollen GlasgefaB, das durch einen eingeschliffenen Glasstépsel luftdicht 
abgeschlossen ist und an einem dunklen, gleichmabig temperierten 
Orte aufbewahrt wird, véllig unverandert. 

Die Titereinstellung der Thiosulfatlésung erfolgt in der bereits 
mitgeteilten Weise durch Titration einer bekannten Mikrojodmenge 
die noch oberhalb der Grenze der Indikatorumschlagsverzégerung liegt 
die also mehr als 3y Jod betrigt. 

Zur Titration verwenden wir n/250 und n/500 Natriumthiosulfat 
lisung. Der Titer dieser stark verdiinnten Lésungen war, als wir 
damit zu arbeiten begannen, auBerordentlich schwankend und multe 
fast taglich neu bestimmt werden. Nunmehr gelang es uns auch hier 
etwas Wandel zu schaffen: 

” Die Untersuchungen, die in den letzten Jahren iiber die Veranderlic! 
keit des Titers der Thiosulfatlésungen von chemischer Seite angestellt 
wurden, hatten ergeben, da8 die Thiosulfatlésungen vor allem von be 
stimmten Bakterienarten, den sogenannten Thiosulfatbakterien, zersetzt 
werden. Diese Bakterien, zuerst von Nathansohn (6) entdeckt, von Kle/) 
und Limberger (7) im Staube der Luft nachgewiesen, vermégen wie di: 
Pflanzen Kohlensféure der Luft zu assimilieren. Die hierzu notwendige 
Energie liefert die Oxydation des Thiosulfats zu Sulfat unter Abscheidung 
von Schwefel [s. Mayr (8)]. Ferner wirken nach Abel (9) geringe Kupfer- 
verunreinigungen auch in vdollig sterilen Lésungen katalytisch auf dic 
Oxydation von Thiosulfat ein und bedingen so ein Absinken des Titers 
Wollen wir also eine méglichst konstante Titrierlésung herstellen, so miissen 
wir sorgfaltig die Bedingungen vermeiden, die zu einer Oxydation de- 
Thiosulfats fiihren. Es empfiehlt sich daher, zur Bereitung der Lésung 
sterilisiertes Aqua bidest. zu verwenden, bei dessen Herstellung jede Be 
rihrung mit kupferhaltigen DestillationsgefaBen vermieden wurde. Zweck- 
maBig ist es, das Wasser etwas zu alkalisieren: 1 bis 2 Tropfen n/10 Natron- 
lauge auf 1 Liter Wasser. Das GefiB, in dem die Thiosulfatlésung aut- 
bewahrt wird, muS8 vorher durch Trockensterilisation keimfrei gemacl' 
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werden. Zur Ausschaltung der photochemischen Wirkung der Sonnen- 
ahlen auf die Titerlésung geniigt die Verwendung von braunen Glas- 
y fiBen. 
Da®B die unter solchen Bedingungen hergestellte Thiosulfatlésung 
nge Zeit in ihrem Titer konstant bleibt, zeigt Tabelle IT. 


Tabelle I. 





|| Titer einer n/500 Natriums 
thiosulfatiésung: 0,01 ccm Bemerkungen 
der Lésung entspricht 


Datum der 
Titereinstellung 


16. X. 1926 0,43 Jod Herstellung der Lésung am 

23. X. 1926 043, 14 & W006. 

29. X. 1926 043 , 

5. XI. 1926 042 

23. XI. 1926 0,42 

19. XII. 1926 0,42 

23 . 1926 0.38 . Vom 19. bis 23. XIL wurde die 
Lésung mit groBer Oberfliche 
der atmospharischen Luft aus- 
gesetzt. 


30. XI. 1926 0,32 Lésung zeigt flockigen Bodensatz 


Zusammenfassung, 

1. Betragt bei der Mikrojodtitration (Prinzip nach Winkler) der 
Jodgehalt der Analysenlésung weniger als 3 y, so erfolgt der Indikator- 
umschlag der Jodstirke verzégert. Diese Verzégerung laBt sich durch 
eine Kurve definieren. 


2. Bei Beachtung bestimmter Vorschriften fiir die Herstellung der 


Indikator- und Titerlésungen und unter rechnerischer Ausschaltung 
der durch die Indikatorumschlagsverzigerung bedingten Fehlerquelle, 
gelingt es Jodmengen bis zu ly einer genauen titrimetrischen Be- 
stimmung zuginglich zu machen. (Fehlerquelle der Methodik bei 
Testanalysen 3°.) 


Literatur. 
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Uber Fettbestimmungsmethoden. 


Von 
Georg Rosenfeld (Breslau). 


(Eingegangen am 15. Juli 1928.) 


I. Quantitative Untersuchungen. 


In Band 175 dieser Zeitschrift haben die Herren Zelinsky uni 
Zinzadze eine Methode zur quantitativen Fettbestimmung in de: 
tierischen Substanz und im ganzen Organismus beschrieben. [hr 
Verfahren besteht im AufschlieBen der zu extrahierenden Substanz 
2 Stunden bei 180° im Autoklaven mit 1- oder 2 °,iger Salz- oder Schwefe! 
siure und nachheriger Aufnahme des Fettes in einem Perforator mit 
Petrolather. 

Die Autoren haben eine Formel ausgerechnet, die gestattet, aus 
dem hydrolysierten Fett die wirkliche Menge des Neutralfettes zu 
berechnen. Nicht gelaufig an dieser Methode ist nur die Verwendung 
des Autoklaven, denn schon Nerking hat mit 2° ,iger Salzsaure dic 
zu entfettende Substanz aufgeschlossen. 

Die Verwendung des Autoklaven laBt a priori bessere Resultate 
erwarten — denn in meinen Versuchen! der AufschlieBung im Bomben- 
rohr mit Alkohol haben sich gute Extraktmengen ergeben. 

Rindfleisch mit 10,88 ° Fett (Methode Rosenfeld!) ergibt, mit Alkoho! 
im Bombenrohr aufgeschlessen, dann mit Chloroform extrahiert, 10,44‘ 
Fett, oder dasselbe mit Chloroform im Bombenrohr aufgeschlossen, dan 
mit Chloroform extrahiert, 8,48 %. 

Niere 7. mit 14,8° Fett (Methode Rosenfeld) ergibt, mit Alkohol im 
Bombenrohr aufgeschlossen, dann mit Aceton extrahiert, 17,6°, Extrak‘. 

Aber die Umstande der Bombenrohr- bzw. Autoklavenextraktion 
lohnen nicht die Miithe. Uberhaupt ist die AufschlieBung der Substanz 
als Vorstufe der Entfettung eine nur theoretisch bestehende Forderung 
die keineswegs zu besonders hohen Extraktwerten fiihrt, ganz gleic) 


1 Centralbl. f. inn. Med. 1905, Nr. 14. 
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ol man nach Zawilski, Radziejewski und Dorme yer mit Pepsin aufschlieBt 
oder nach Liebermann-Szekely mit Kalilauge das gleiche tut. 
Um alle diese Dinge zu wiirdigen, die AufschlieBungsmethoden, die 


Extraktionsmittel, die quantitativen und qualitativen Ergebnisse, 
miissen zunachst diejenigen Methoden ins rechte Licht gesetzt werden, 
welche bisher das Hauptinteresse gefunden haben, das ist die Methode 
Kumagawa-Suto und die Methode Rosenfeld. 

Die erstere eine Ausschiittelung mit Ather nach AufschlieBung der 
Substanz in KOH und Abspaltung der Fettsiuren durch HCl, die 
zweite eine Extraktion mit Chloroform durch 6 Stunden nach !/,stiindiger 
Auskochung mit Alkohol — beides in zweimaliger Ausfiihrung. 

Es bedarf nur weniger Zahlen, um das Urteil iiber beide Verfahren 
zu begriinden. 





Methode Rosenfeld Methode Aumagawa-Suto 


4. Getrocknetes Rindfleisch I. 
Doppelbestimmung Doppelbestimmung 
Extrakt I. . . 16,84 %, II: 16,66 % Extrakt I: 13,06 %, II: 13,28 
davon unver- 
seifbar . . . 0,28 %, 0,36 °, unverseifh. 0,08 %, 0,12 % 
Also Fett. . . 16,56 %, 16,30 % 12,98 %, 13,16 % 


Bb. Hundeniere, getrocknet. 
a eee lf} A 14,72 


Niere vom Hund, getrocknet. 
MNS 6 & te 4 s . 17,82 % 12.40 
n unverseifbar . . . 14,649 % 10,07 


D. Hundenieren, getrocknet. 
OT ea ae , 12,C5 
»  Uunverseifbar . . . 15, 10,05 


E. Hundeleber 1278. 
Extrakt oe 
= unverseifbar . 
F. Hundemuskel. 


0 Se y 10,44 
re unverseifbar . : 9,86 


G. Schweinsnieren. 
Ng sk tg ee 13,30 
eS unverseifbar . . . . 14,09 ° 11,30 


H. Schweinsnieren. 
i? ."<s ¢ « « «+ « a oe 11,52 
. unverseifbar . . . . 15,66 % 9,42 


I. Menschennieren. 
OS Se ae lu 12,44 
‘ unverseifbar . . . . 15,04 % 10,88 

K. Niere Y. 
DRG os sb eee « SRS 9,90 
unverseifbar . . . . 13,62 ° 9,22 








— 
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Also geben die Zahlen der verseifbaren Extrakte: 





Methode Rosenfeld Methode Aumagawa-Suto 

A. 16,56 12,98 
A. 16,39 13,17 
B. 20,26 14,72 
C. 14,64 10,07 
D. 15,17 10,05 
». 89,74 35,5 
F. 13,92 9,86 
G. 14,00 11,30 
H. 15.16 9,92 
I. 15,04 10,88 
K. 13,62 9,22 

194,41 147,66 

Werden die Ergebnisse Kumagawa = 100 gesetzt, sind die der 


Methode Rosenfeld 131°, also fast ein Drittel mehr. 


Danach haben wir die Ergebnisse der Methode Rosenfeld als mab. 
gebend anzusehen, denn soweit die Aufgabe ist, die gréBeren Mengen 
verseifbaren Extraktes zu gewinnen, gibt dieses Verfahren unbestreit bar 
die héchsten Mengen Extrakt, die wir auf Grund seiner Verseifbarkeit 
mit dem Etikett ,,Fett’’ zu versehen berechtigt sind. 


Die Extraktionsmittel. 

Wie aus der Zelinskyschen Arbeit hervorgeht, versprechen sich die 
Autoren noch besondere Leistungen vom Petroldther. Darum geben 
wir eine Ubersicht tiber die Wirkungen von Ather, Petrolather, Chloroform 
bei Soxhletextraktion der einfach getrockneten Substanzen. 


Ochsenfleisch getrocknet, gemahlen: 


SPUN ee ee ht ew ee « ROS 
10 Ps EDs: a 3 a «wwe 5 
10 = 0, ee lo 


Rindfleisch, Oberschale: 


Methode Rosenfeld . . - « « 10,10% WN frei 
12 Stunden Tetrachlorkohlenstoff . cs HSS Rae 


Niere A: 
Methode Rosenfeld . . bust SS 
9 Stunden Tetrachlorkohlenstoff : a: 0 ee 
Die Extrakte mit Tetrachlorkohlenstoff sind eventuell stark N-haltig. 


Kar pfenfleisch: 

Methode Rosenfeld. .......... +. 6 14,88% 
Dee Ea ew ees ES 
Petrolather 9,17% 
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Rindfleisch: 
Pee SO Cg Ct et tc en ew OS 
ee SE: ic) 5 cn hk et Se aL 0a, - re 
dann 10 Tage unter Aceton, 2 Stunden Extraktion 
"Oe a eee - 


o 


eee ne ee eee 6 Fe 


Aceton gibt also sehr gute Extraktmengen. 


Die AufschlieBungsverfahren. 


Wie wenig das Kumagawasche KaliaufschlieBungsverfahren leistet, 
haben wir oben gesehen. 

Die Methoden Dormeyer, Liebermann, Nerking ergeben nicht an- 
nihernd die Zahlen der Methode Rosenfeld. 


Rinderherz Nr. 6: 
Methods Rosenfeld... 1.1.2 ss se co s « IBC 


oO 


DEERE ks es cn aw OBE 


Rinderherz Nr. 5: 
ES eee ee ee ll} 
PGES. gk he ce et se « * OO 
Rinderherz Nr. 7: 


Methode Rosenfeld . oo ee a ae el a ee 
as ele ale ne we cae ely ont e e 


Die ganze Idee mit der peptischen oder chemischen | Auflésung 
hat etwas Bestechendes, ist aber doch nicht richtig, denn auch aus der 
Lisung bekommt man, ganz gleich nach welcher Methode, nicht alles 
Fett heraus, abgesehen davon, daB einige Verfahren die Fette véllig 
denaturieren, wie Liebermann, Kumagawc. 

Eine besonders einnehmende Variation hat (rossfeld angegeben, 
dessen Verfahren eine energische AufschlieBung durch Kochen mit 
38°, HCl vorsieht!. 

Wir geben die amtliche Anweisung fiir die Fettbestimmung, aus- 
gearbeitet vom Reichsgesundheitsamt nach der Methode Grossfeld'. 

20 g der Durchschnittsprobe werden in einem 300-cem-Stehkolben aus 
Jenaer Gerateglas mit 20 ccm 38 %iger Salzséiure sowie einigen Kérnchen 
Bimsstein tiber einer kleinen Flamme bis zur Lésung der EiweiBstoffe erhitzt. 
Nach dem Erkalten auf etwa 40 bis 50° gibt man 100cem bei 100° voll- 
standig fliissiges Trichloraéthylen hinzu, verschlieBt den Kolben mit einem 
dicht angeschlossenen, gut wirkenden RiickfluBkiihler? und erhitzt 5 bis 


1 Vgl. hierzu J. Grossfeld, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- u. 
GenuBmittel 44, 193, 1922; 45, 147, 1923; 46, 63, 1923; ferner Derselbe, 
Tabelle und Anleitung zur Ermittelung des Fettgehaltes. Berlin, Verlag 
von Julius Springer, 1923. 

2 ZweckmaBig nach Bdémer, vgl. a. a. O. 44, 199. 
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10 Minuten lang zum Kochen. Nach dem Erkalten auf etwa 30° gieBt ma) 
die Kochfliissigkeit in einen Scheidetrichter und filtriert unter Vermeiduny 
des Verdunstens einen Teil der im unteren Teile des Scheidetrichters a} 
geschiedenen, auf Zimmertemperatur erkalteten Fettlésung durch oj; 
trockenes Filter, 25cem dieses Filtrats werden sodann in ein gewogenes 
Glasschilchen gebracht. Nach dem Verdunsten des Lésungsmittels au! 
dem Wasserbad wird das zuriickbleibende Fett 1 Stunde bei etwa_ 1(\) 
getrocknet und nach dem Erkalten im Exsikkator gewogen. 


Die Berechnung des Fettgehaltes in Prozenten (2) erfolgt nach dey 
Ausdruck: 


100 100 a 
r . 
ae a 
a Ga 


hierin bedeutet a das Gewicht des Fettriickstandes. Wir haben immer di: 
gesamten 100 ccm Trichlorathylenfettlésung® abdestilliert und demgemat 
den Extrakt nur durch 91 dividiert und auf 100 Substanz berechnet. 


Die Auflésung der frischen Substanz oder auch der getrocknete: 
gepulverten Substanz ist in 20 bis 50 Minuten beendet. Nun wird nach 
Abkiihlung mit Trichlorithylen etwa 10 Minuten gekocht, im Scheice- 
trichter und durch Filter das Extrahens abgeschieden, abdestilliert, ge. 
trocknet und, um das hydrolysierte Fett wieder auf Neutralfett um 
zurechnen, mit der Grossfeldschen Formel das Extraktergebnis in Neutra!- 
fett umgewandelt. Das Verhaltnis der Extraktmengen gegen die Methode 
Rosenfeld: 





Methode Rosenfeld Methode (rossf« 
0 vu © 0 
Fischfleischpulver ......... 24,34 16,1 
i ee 22,16 24.5 
Rind- + Schweinehackfleisch . . . . 88,18 (Verlust!) 39,1 
I a ie hata age am mse ON 11,85 8,23 


Vergleicht man die Grossfeldsche Methode am frischen Pferdefleisc! 
mit Rosenfeld am trockenen Fleisch: 


20,279¢ frisches Pferdefleisch, nach Grossfeld bestimmt, erzielten 0,618 ¢ 


Extrakt. Von diesem Extrakt ist durch Ather aufzulésen (nach Filtration 
0,486 g. Nach der Grossfeldschen Formel auf Neutralfett berechnet 0,534 ¢ 
2.63% Fett. 

100g desselben Pferdefleisches sind = 27 trocken, also enthilt es, 
auf trockene Substanz bezogen, 9,74% Fett. 

5 g Fett des trockenen Fleisches nach Rosenfeld mit Alkohol-Chloroforn 
extrahiert, dann mit Ather aufgenommen, ergeben 0,711 g atherlésliche: 
Extrakt = 14,22 % Fett, somit zeigt sich wieder erhebliche Uberlegenheit 
von Rosenfeld. 

Sonst sind die Ergebnisse der Methode Grossfeld die den Resultate 
Rosenfeld nachststehenden. Die Methode ist sehr expeditiv; wenn man 
frische Substanz verwendet, ist in etwa 3 Stunden die ganze Prozeduw 
beendet. Die Denaturierung der Fette ist keineswegs tiefgreifend, di 
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Extrakte sehen ganz im Gegensatz zu der tiefschwarzen Lésung der 
zu extrahierenden Substanz oft ganz wei} aus. 

Das Trichloraithylen ist nicht brennbar, kann also tiber der freien 
Flamme abdestilliert werden, kurzum es ist cine sehr angenehme Han- 
tierung mit ihm, und es macht den Eindruck einer ausgezeichnet 
extrahierenden Substanz. Trotzdem ist bei Extraktion mit Trichlor- 
ithylen betreffs der Menge des Extraktes kein Vorteil, ofter aber ein 
Zuriickstehen hinter der Methode Rosenfeld. 

Diese AufschlieBungsverfahren ergeben also trotz ihres logisch 
einleuchtenden Vorgehens meist weit schlechtere Ergebnisse zum 
Teil mit Ausnahme der Methode Gross/eld — als der Weg, den Bogdanow 
eingeschlagen hat, die Substanz durch Alkoholvorbehandlung den 
Extraktionsmitteln zugiingig zu machen. Schon mit Ather verbessert 
sich das Resultat bei vorheriger Eindampfung oder Auskochung mit 
Ather. 

Ochsenfleisch mit Ather extrahiert. . . . . 12,49°%, Extrakt 
nach Alkoholauskochung . . . 14,1 % * 


Diese Bahnung des Zutritts fiir das Extraktionsmittel ist eine 
wesentliche Prozedur. Wird nun dazu ein gut wirksames Extraktions- 
mittel, wie Chloroform z. B., gewahlt, so wird damit das héchste an 
Extraktmenge erreicht, was tiberhaupt zu erzielen ist. 

Das Chloroform und die Kombination Alkohol-Chloroform erzielt 


deshalb das Beste, wie es ja die Resultate der Methode Résenfeld be- 


zeugen. 

Die Alkoholbehandlung der zu extrahierenden Substanz ist in 
verschiedenen Arten geiibt worden. Manche Autoren haben die frische 
Substanz tagelang unter Alkohol stehengelassen und sie dann mit dem 
Alkohol eingedampft, oder aber haben sie einfach glatt mit Alkohol 
heiB getrocknet. Das heibt doch nichts anderes, als daB sie sie viele 
Stunden mit Alkohcl kalt und heif extrahiert haben und die Extrakte 
auf der Substanz aufgetrocknet und dann in dem eigentlichen Extrak- 
tionsmittel (Ather, Petroliither) gelést haben. Dadurch haben sie das 
so wichtige Bahnungsverfahren, ohne weiter dariiber Betrachtungen 
anzustellen, zu ihrem Extraktionsvorgang hinzuaddiert und sogar 
noch die Alkoholextraktionsmengen dazugefiigt. 

Anders ist die Extraktion mit Alkohol waihrend '/,, 14 und 1 Stunde. 
Die Extraktion ergibt einen Teil des Gesamtextraktes, etwa '/; bis '/,, 
je nach der Lange der Auskochung. Aber die Hauptsache ist die Bahnung 
fiir das nachfolgende Extraktionsmittel. Das beweist die Wirkung der 
zweiten Alkoholauskochung in der Methode Rosenfeld, wo durch diese 
Auskochung die Chloroformwirkung sofort wieder belebt wird!. 


1 Centralbl. f. innere Med. 1900, Nr. 33, Versuch 1 am Rinderherz 7. 
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286 G. Rosenfeld: 


Lange mit Alkohol zu extrahieren, fiihrt sicher zu gréBerer Ver 
unreinigung der Extrakte mit anderen alkoholléslichen Substanzen 
als Fetten. Darum ist die Grenze der Alkoholanwendung am besten 
!/, Stunde, in maximo | Stunde. 


Ein ganz anderes Bahnungsverfahren habe ich nach gewissen 
Beobachtungen an mit Zuckerblut durchbluteten verfetteten Leber 
versucht, indem ich an Stelle der Auskochung mit Alkohol die 10 °,ige 
Glykoselésung zufiigte. Die trockene, zu extrahierende Substanz wird 
in der Soxhletpatrone zugebunden, im Becherglaschen mit 20 ccm 
10°, iger Glucoselésung 1 Stunde gekocht, dann in der Patrone ge 
trocknet und darauf mit Chloroform extrahiert. Die Glucoselésung 
wird getrocknet und gibt keinerlei Fett an Ather ab. 


Hundeniere 


nach Methode Rosenfeld. . ... . . 20,26°% Extrakt 
dieselbe nach Zuckerauskochung mit Chihiee. 
form extrahiert, gibt. ...... .. - 20,72% Fett 
Hundeleber 
4 Stunden mit Ather (ohne Vorbehandlung) 
DE + < ss 6's ¢ 6 < ss ee. « ee 
mit Zuckerauskochung und 4 Stunden mit 
Wes WR a tt tl tl tlt |S 
Schweineniere 
mach Methode Rosenfeld ........ . 15,86% 
minus Unverseifbares. ......... . 14,00% 
dieselbe, ausgekocht mit 10°, Glucose, ge- 
trocknet, mit Chloroform extrahiert . . . 18,15%% 
minus Unverseifbares. ........ .- + 16,20% 
Rindfleisch 
nach Methode Rosenfeld (Unverseifbares ab- 
DS ok ee ae be eel « « 16468% 
dasselbe nach Glucoseauskochung mit Chloro- 
form extrahiert, ergibt ........ . 19,76% 
(minus Unverseifbares ........-. .- 19,73%) 


Die Zuckervorbehandlung gibt also dieselben, mitunter héhere Werte 


als die zur Vergleichung benutzte Methode. 


ll. Uber die Art der Verwendung der Extraktionsmittel. 


Das geliufige Verfahren ist ihre Benutzung im Sorhletschen 
Extraktionsapparat (oder in dessen Varianten). Man kann mit ihm 
aber auch die zu extrahierende Substanz auskochen. Ich habe das 


schon 1905 am Chloroform ausprobiert'. 
=. 


1 Centralbl. f. innere Med. 1905, Nr. 14 
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Rinderherz mit 16,65 Extrakt nach Methode Rosenfeld wird 1 Stunde 
mit Alkohol, dann 1 Stunde mit Chloroform ausgekocht und nochmals 
ebenso behandelt und ergibt 15,6 und 15,1°% in Doppelbestimmung. Da 
das Trichloréthylen den Eindruck eines so vorziiglichen Extraktionsmittels 
gemacht hat, habe ich versucht, es mit dem Auskochen mit Alkohol durch 
| Stunde zu kombinieren. 

Pferdefleisch IT 

trocken 1 Stunde mit 50 cem Alkohol, dann 1 Stunde 

mit 100cem Trichlorathylen in der Patrone aus- 

Sn CE, «<4 ne sa eooers ce ac s RBS 
dasselbe nach 1 Stunde Alkohol mit 100 cem Chloro- 

form ausgekocht (1 Stunde in der Patrone) gibt 10,94°, 
dasselbe nach Methode Rosenfeld ....... . 11,85% 
dasselbe frisch nach Grossfeld . . ....... . 8,20% 


Immerhin ergibt das Chloroform einen etwas héheren Wert als das 
27° — bei 88° — hoéher siedende Trichlorathylen. Da auch das Aceton, 
wie oben bemerkt, sehr gute Extraktionsresultate gezeitigt hat, habe 
ich das Pferdefleisch Il auch 1 Stunde mit Alkohol und dann | Stunde 
mit Aceton ausgekocht und 11,34°,, Extrakt erhalten, so daB die Aus- 
beute der Methode Rosenfeld sehr nahe kam. 


Die Unfahigkeit des Athers, sich mit wiasserigen Lésungen zu 
mischen, hat dazu gefiihrt, dab solche Lésungen mit ihm geschiittelt 
wurden und im Scheidetrichter zur Trennung gebracht wurden. Peoli- 
mantt hat das Schiitteln mit Quecksilberzusatz verstarkt, aber ohne 
Vorteil zu erreichen. 


Ich habe das Schiitteln mit Extraktionsmitteln an der frischen 
oder trockenen Substanz von der Schiittelmaschine stundenlang aus- 
fiihren lassen, und zwar in den verschiedensten Variationen. 


Einige solche Versuche mdégen die Resultate schildern: 


Getrocknetes Rindfleisch: 


Methode Rosenfeld verseifbarer Extrakt . . . . . 16,56% 
Se I cnt Ke te te oe Oe 


5g werden in Alkohol ausgekocht, dann 1 Stunde mit Chloroform 
geschiittelt, wieder Alkoholauskochung, 2 Stunden Schiitteln mit neuem 
Chloroform, Alkoholauskochung, 3 und 4 Stunden Schiitteln mit neuem 
Chloroform: Ergebnis 15,42% und 14,66% verseifbarer Extrakt. 


L e b e r. 





2 Std. mit Ather 
4 Std. Atherextraktion geschittelt 


0 0 
0 ) 


Leber I ... 23,96 23,06 
Leber IT... 15,24 14,24 
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Hundenieren, verseifbare Extrakte: 





Schittelmethode, Alkoholauskochen 
2 Stunden Schiitteln mit Chloroform 
Methode Rosenfeld dann | Stunde mit Glucose ausgekocht, 
getrocknet, mit Chloroform 2 Std 
geschittelt 


8 rere 15.7 12.9 
Niere IT . 14.64 13,4 


Verseifbarer Extrakt. 





Schiittelmethode, 
1 Stunde Auskochen in Glucose, 
Methode 1 Stunde Schiitteln in Chloroform, Alkohol- 
Rosenfeld Auskochen in Alkohol, auskochen 
3 Stunden Schiitteln in Chloroform 
0 0 0 
ae. . 2 4 39,7 38.5 38.44 
Muskel. .. . 13,92 12.48 11,90 
Schweinsnieren 14.09 13,35 


1 Stunde weiteres Schiitteln ergibt keinen Extrakt. 


Diese Zahlen zeigen, daB die Schiittelmethode auch gute Resultate 
ergibt, ohne dab sie besondere Vorziige aufweist. 
Auch mit Trichlorathylen habe ich die Schiittelmethode angewendet 


Giansefleisch, getrocknet, gepulvert mit 22,16°, Fett nach Methode 


Rosenfeld wird '/, Stunde mit Alkohol ausgekocht und 1 Stunde mit Trichlor 
iithylen geschiittelt, ergibt 18,14°, Fett. 
Dieselbe Substanz mit Alkohol gekocht, dann 2 Stunden mit 100 ccm 


Trichlorathylen geschiittelt, quillt gelatinés auf, abfiltriert und mit Trichlor- 


athylen nachgespiilt usw. gibt sie 23,36 % Fett. Die Resultate sind zum Tei! 
sehr gut, aber wechselnd. 














hen 


orm 
cht, 
Std 


tate 


det 


hode 
hlor- 


ecm 
nlor- 


Teil 














Fiitterungsversuche an Ratten mit Olen und Fetten', 


Von 
bk. Friedberger und 8S, Seidenberg. 


\us dem Forschungsinstitut fiir Hygiene und Immunititslehre, Berlin- 
Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


AnlaB zu den Versuchen, iiber die im nachstehenden berichtet 
werden soll, gab eine zufallige Beobachtung. Gelegentlich unserer 
Arbeiten tiber den EinfluB der Kochdauer auf den Anschlagwert der 
Nahrung? “** sind wir auch dazu iibergegangen, Versuche mit Eiweils, 
Fett und Kohlehydraten allein anzustellen. 

Bei den Versuchen mit Fett (reinem Olivendl D. A. B. 6 Kahlbaum) 
hatte sich ergeben, daB der Anschlagswert des rohen (nach den Vor- 
schriften des D. A. B. lediglich durch kaltes Auspressen unter Ver- 
meidung jeglicher Warmeeinwirkung gewonnen) Olivenéls und der 
des 2 Stunden auf 250° erhitzten so gut wie gleich war. Die Versuche 
wurden in der Weise angestellt, da das Olivenél zusammengemischt 
mit gemahlenem Hafer ad libitum gegeben wurde. Dabei machten wir 
die auffalleride Beobachtung, daB die Tiere trotz der enormen Kalorien- 
zahl ihrer Nahrung in 3 bis 4 Mohaten an Gewicht fast gar nicht 
zunahmen und auberdem schwere trophische Stérungen zeigten 
Berczeller® hatte gefunden, da bei Fiitterung von Ratten mit Starke 


' Ausgefiihrt mit dankenswerter Unterstiitzung durch die Not- 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft. Ein Teil der Tiere wurde 
demonstriert in der Berliner physiologischen Gesellschaft, Junisitzung 1927. 

2 Friedberger, Miinch. med. Wochenschr. 1926, Nr. 25 und 26, 

3 Derselbe, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 42. 

4 Derselbe, Deutsche med. Wochenschr. 1926, Nr. 42. 

5 Derselbe, Verhandl. d. Ges. f. Verdauungs- u. Stoffwechselkrankh. 
Berlin, Oktober 1926 27, S. 178. 

8 Friedberger u. Seidenberg, Deutsche med. Wochenschr. 1927, Nr. 36, 

7 Dieselben, Miinch. med. Wochenschr. 1927, Nr. 37. 

8 Dieselben, Deutsche med. Wochenschr. 1927, Nr. 43. 

® Berczeller, Diese Zeitschr. 129, 217. 1923. 
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allein, Zusatz von Olivenél in gréBeren Mengen die Lebensda 
herabsetzte. 

In der nachstehenden Tabelle I sind die prozentualen Gewich 
zunahmen nach |. 2, 3 und 4 Monaten neben den absoluten Gewicht 
zahlen angefiihrt. 

Tabelle I. 


Ratten desselben Wurfes. 





2 z Gewichte und Zunahme nach Tagen c 

2 3 ae ») 60 ou 120 3s 

* = Cretuttert 23 R= 

Siz mit E& Abs Ab. Ab Abs z 

es lies solut solut ,  solut solut = 

Z a “ re g Fe v > 
274 Q Hafer und; 35 = 41 17.1 42 +4200 38 + 86 44 957 143 
275 2 Olivenol. 3D 648 37.1 54 +843: 49 10.0 50 42.8 » 145 
276 o roh | 40 47 17.4 52 +300 50 +25.0 48 +200 134 
277 Q | Hafer und; 35 36 28 40 14.3 45 +28.5 LOS 
2758 Q | Olivenol. 3d 39 +114 44 +257 42 +200 44 +257 > 145 
979 Q |2std.250°1 88 42 +105 44 4157 42 +105 41 478 14 


Es ergibt sich. dab die Gewichtszunahmen im Vergleich zu den 
bei uns normal ernahrten Ratten auberordentlich minimal sind. Der 
Vorteil zugunsten des rohen Olivendls ist dabei so gering, dal er ein 
wesentliche Uberlegenheit des rohen Oles nicht erkennen laBbt. 


Die mit O1 gefiitterten Tiere bleiben aber nicht nur im Wachstum 
vollig zuriick, sondern sie zeigen auch, wie schon erwahnt, Stérungen 
die auf eine tiefgreifende Schadigung durch die itiberreichliche ©! 


ernihrung hinweisen. 


Etwa von der zweiten bis dritten Woche an beginnt das Haarkleid 
der Tiere schwere Verainderungen zu zeigen. Die Haare verkleben voll 
staindig zu Biischeln, zwischen denen die kahle Haut, gleichfalls mehr ode: 
weniger verfettet erscheint. Man beobachtet auch zuerst an der Schnauze, 
dann am ganzen Kopf, an der Bauchseite und auch sonst einen 
herdférmigen Haarausfall. Die Tiere sitzen meistens im Kafig so, dal 
sie sich mit den beiden VorderfiiBen hochrichten und am Gitter an 
klammern. Auffallend ist der scheinbare Lufthunger und die standig 
beschleunigte tiefe Atmung. 


Gehen die Tiere nach mehreren Wochen, in den bisher besprochenen 
Versuchen auch erst nach 3 bis 4 Monaten, ein, so zeigt sich eine vollige 
Abmagerung. Bei der Obduktion fehlt jede Spur von Fett, die Mus 
kulatur ist atrophisch, die Haut papierdiinn. Der Magen ist in vielen 
Fillen gefiillt, der Diinndarm ist stark geblaht und enthalt breiige: 
Kot, auch im Dickdarm iat nur selten fester Kot zu finden. Die Leber 
zeigt in vielen Fallen fettige Degeneration. 
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Hater In weiteren Versuchen haben wir zum Vergleich Kontrollticre 
t Hafer allein und die Versuchstiere mit Hafer und Ol in verschiedenen 

ichts \iengenverhaltnissen gefiittert. 

on Wir haben in diesen und in folgenden Untersuchungen nur das 


rohe OL benutzt, da ja ein nennenswerter Unterschied zwischen rohem 
und erhitztem Ol nicht vorhanden war. 

Wir bringen nachstehend einen Versuch mit einem Rattenpaar 
gleichen Wurfes und gleichen Gewichts, von dem das eine Tier ge- 
mahlenen Hafer, das andere Tier den gleichen Hafer mit 25°, 
Olzusatz erhielt. Das Futter wurde auch in diesem Versuch wie in 





=§ allen folgenden ad libitum gegeben, daneben Wasser ad libitum 


- 


Die Gewichtszahlen durch 6 Monate hindurch zeigt die Tabelle LI. 








14: 
145 an 
134 Tabelle Tl. 
LOS - Gewichte und Zunahme nach Tagen 
> 145 : 2 - 
_ ba = t uM) on on 120 1”) Iso a * 
45 BS 3 | s, $5 
~ is Getuttert Sis - : s &2 
2 2 mit eit = = = = — 72 
"igs Sis 7 z z 7 7 cs 
den : es < £ £ rs Zz Z E& 
w “«- < - < < < > 
Der g 8 ru ru ry r 
eine 
P44 Hafer 55 70 427.3 77 +400 89 +618 90 +636 75 +363 81 +47,.2 219 
P4h Q Hafer 55 66 +200 69 9.1 59 7.3 61 +109 63 +1445 56 18 194 
tum , 25% ol 
wen 
Ol Wurde in anderen Versuchen Ol und Hafer aa gegeben oder 
auch im Verhaltnis 2 Hafer: 1 Ol, oder 3 Hafer: 1 Ol so gingen die 
— Tiere um so schneller und unter um so gréBerem Gewichtsverlust ein, je 
voll gréBer die verabreichte Olmenge war: das zeigt die folgende Tabelle ITI 
odet 
_— Tabelle IIT. 
Then 
dal 2 e Gewichte und Zunahme nach Tagen e 
4 = s te c ~ 
al A + =s vw) ou on 120 2s 
ndig a = Getuttert Ss es 
sis mit S% Abe Ab. Abs Ab. =3 
oor solut solut solut solut = & 
a g g y P > 
nen 
lige 244 Hafer 5 «670 «+273 #77 +400 89 +618 90 +636 219 
Tus 155 ot | Hafer und | 46 36 —-217 40 —-15] 34 1774 — 112 
plen 16 29 | 30°, 01 | 42 40 48 48 143 gh 
ge) 163 ot | Hafer und| 43 40 6.8 54 25.6 OD 27.8 54 25.6 126 
hen 164 9 | 5N% OL | 438 ni 2% 
250 92 | Haferu.Ol{ 45 28 
251 ~ | 100° » ‘aa? | 44 _ - ty 
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Wir haben dann analoge Versuche unter Verwendung von Berli: 
Graubrotkrume und Olivenél durchgefiihrt. Das Graubrot wurde fi 
verrieben und dann mit den jeweiligen Olmengen zu einer gleichmabig 
Paste verknetet. Das Olfreie Kontrollbrot wurde in gleicher Wei. 
geknetet. Auch hier wurde die Nahrung ad libitum gegeben und imme: 
in so reichlicher Menge, dab die Tagesration nur zum Teil aufgefresse 
wurde. Wir haben das Ol im Verhiltnis 100 Brot: 1001, LOO: 30 
100: 50 und aa zum Brot zugesetzt. Da von den Tieren keines |is 
zu 3 Monaten,. ein grober Teil nicht einmal 2 Monate am Leben blie! 
so bringen wir in der nachstehenden Tabelle neben dem Anfangsgewichit 
nur die Gewichte nach | und 2 Monaten und die Gewichte beim Toc: 

Aus Tabelle IV (Tiere des gleichen Wurfes) ergibt sich wiederum 
daB auch bei Graubrotkrume als Grundnahrung eine betrachtlicly 
Sistierung des Wachstums bzw. Gewichtsabnahme bei gleichzeitige 
Olfiitterung zu beobachten ist, die um so gréBer ist und im all 
gemeinen auch um so sckneller zum Tode fiihrt, je gréBer die ver 
fiitterte Olmenge ist. 

Tabelle IV. 





em x Gewichte und Zunahme 
= oo nach Tagen 
Nr 4 . e2 Gewicht Tod nac 
pe = Ce a = 2 u) 60 ‘at sles an 
Ratte 7 - au Tode tagen 
A 4 Absolut Absolut 
a 63 75 + 190 82 53 
? Graubrot fo . ‘ ~~» ~ aa = 
vt Co i | 50 66 L. 320 70 L J00 70 Ss} 
13) 2 | Graubret | 59 56 + 120 52 + 40 DO 65 
12 ¢ j}+10°, Ol 55 55 0 48 58 
2 o& | Graubrot { 69 60 0 50 52 
3 co | 4+30°, O1l 62 70 +129 62 56 
24. ot | Graubrot { 60 60 0 DD 8.3 53 6b 
23 , | 50°. OL 60 53 117 53 11? a) 70 
70 53 24.5 59 7 
lll g | Graubrot | f > C ; ; +4 
112 Q On 63 51 19.1 44 40) 
113 Q wa | 49 40 — 12.5 35 30 


Die drei mit Brot und Ol aa gefiitterten Tiere lebten durchschnittlic! 
nur 35 Tage, die mit geringeren Olmengen gefiitterten fast doppelt so 


lange: die Kontrollen durchschnittlich 70 Tage. 

In Analogie mit anderen noch im Gange befindlichen Versuche: 
dachten wir an die Méglichkeit, daB es sich bei der schadigenden Wirkung 
des Oles miglicherweise um eine Sensibilisierung gewisser Bestandtei| 
des Oles durch das Licht handeln kénnte. 

Wir haben deshalb Ainen Versuch an acht Ratten eines Wurfes 
von gleichen Anfangsgewichten in der Weise angestellt, dab wir div 
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mit Hafer und Ol aa gefiitterten zur Hilfte in Kafigen hielten, die 
ch vollig im Dunkeln befanden, zur anderen Halfte in den gleichen 
veitmaschigen Kafigen bei vollem Tageslicht. Ein Unterschied war 
icht zu konstatieren, wie die nachstehende Tabelle V zeigt 


Tab Lhe Vv. 





Gewichte und 


Zunahme . . 

Geschlecht Getuttert mit ——_ nach #) Tagen — oe 
Katte gewicat Absolut lode tayen 
197 56 48 — 343 49 49 
19S P Hafer und O} aa | DD 40) 27 3 3S 40 
199 Y | hei Licht | 54 $7 13.0 37 44 
200 .°] 5D 47 Pas 35 47 
132 y aD 46 166 45 40) 
133 2 | Hafer und O| aa | DD 3S 09 3S BO 
134 2 im Dunkeln ah) 46 17 gy 40) 50 
135 P DD 48 21.9 $3 4? 


Das fettige, schmierige Aussehen der Ol-Hafer-Tiere, die Ver- 
klebung der Haare, die starke Einfettung der Haut (Abb. 1) sprachen 
dafiir, dab entweder die Tiere sich bei der Futteraufnahme auBerlich 
mit dem OL beschmierten, oder daB bei der reichlichen Aufnahme das 
Ol teilweise durch die Haut sezerniert wurde 





Abb 1. 
Zwei Ratten gleichen Wurfes und gleichen Anfangsgewichts, 55 ¢ (siche Tabelle Il) 
Die eine, Nr. 244, mit Hafer ad libitum gefiittert, die andere, Nr. 246, mit dem gleichen Hafer 
unter Zusatz von 25 Olivendl ad libitum getuttert. Aufgenommen am 9%). Versuchstage. 
Gewicht der Haterratte an diesem Tage 89¢ (Zunahme 61.8 ). Gewicht der Olratte 3 g 
(Zunahme 7,3° 


Um diese Frage zu entscheiden, haben wir in einem weiteren 
Versuch das O| nicht mehr wie bei allen bisherigen Tieren mit dem Grund- 
futter gemischt gegeben, sondern es wurde einem Teil diejenige Menge 


von Ol. die sie sonst mit Hafer aa aufzunehmen pflegten, jeden Morgen 
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mittels Schlundsonde per Os gereicht. Im iibrigen erhielten diese Tis 
Hafer ad libitum, wie die Kontrollen. Die so gefiitterten Tiere blieh 
tiber | Monat am Leben. Sie nahmen genau, wie die anderen Ol- Haft 
tiere an Gewicht nicht zu, sondern ab. Dagegen fehiten bei ihnen fast 
volistindig die duperen Erscheinungen der Verfettung des Haarkleid:s 
und der Haut. 

Daraus ergibt sich, dal} die makroskopisch sichtbaren Symptom: 
hauptsichlich durch die duBerliche Beschmierung mit dem Ol-Hafe: 
(Brot) verursacht waren. Es bedingte aber auch hier das Ol ein 
vollstiindiges Sistieren des Wachstums. 


Die nachstehende Tabelle zeigt einen entsprechenden Versuch 


Tabelle VI. 





Gewicht und 


°/o Zunahme Gewicht Tod nac! 


Nr. - 
der Geschlecht Getittert mit ——— nach 30 Tagen beim Versuchs: 
Ratte aihitis Absolut Tode tayen 
r nM 
216 P | 50 60 + 20.0 43 54 
217 g Hafer 52 65 25.0 49 57 
219 Q | 52 50 39 38 39 
2?) fou ) an 69 _ 38 I8 
ute Ol ag ‘ — ¥¢ on 
a) ¢ ee ]S 5-141 638} 86 
218 fou | Hafer und OL | 65 53 184 48 33 
223 Q | per os | 66 66 0 50 40 


Kin weiteres fliissiges Fett, mit dem wir Untersuchungen an 
stellten, war der Lebertran, der ja wegen seines hohen Gehalts vor allem 
an Vitamin A und D seit altersher als ein Kraftigungsmittel, besonders 
im Kindesalter, verwendet wird. Wir setzten den Lebertran in gieicher 
Weise wie das Olivenél dem Hafer zu, und zwar im Verhaltnis | Teil 
Ol, 301, 1001 auf 10 Teile Hafer. Wir verwandten reinsten Leber 
tran (Oleum jecoris aselli D. A. B.6 von der Firma Kahlbaum) 
Wir erwarteten hier zunichst eine viel bessere Wirkung auf die 
Tiere als bei dem Olivenél Zu unserer Uberraschung war das 
Gegenteil der Fall. 

Wir bringen nachstehend die Tabelle eines Versuchs mit einem 
Wurf von 11 Ratten annahernd gleichen Koérpergewichts. 

Nur bei einem Verhaltnis von | Teil Lebertran auf 10 Teile Hafer 
blieben die Tiere gerade 1 Monat am Leben. Bei 3 Teile Lebertran 
auf 10 Teile Hafer lebte keines der Tiere langer als 24 Tage, und bei 
Lebertran und Hafer aa Keines linger als 13 Tage. Bei allen Tieren 
war die Gewichtsabnahme eine betrachtliche. Auch Wace Clure und 








ate 


f id ‘ 


one 
lafey 


Cin 


uct 


nact 
chs. 
en 


4) 


an 
lem 
lers 
ther 
Teil 
pel 
im 

die 


das 


em 


ifel 
ran 
bei 
ren 


ind 














Fiitterungsversuche an Ratten mit Olen und Fetten. 205 


Tabelle VII. 





Gewicht und 


‘ Zunahme . 

\r. Aefanens mech 30 Tagen Gewicht Tod nach 
jer Geschlecht Getuttert mit ated ht = . beim Versuchs- 
atte glist Absolut Tode taven 
237 ‘ | Hat | 60 a0 167 50 30 
238 Q 10° 4 L Nea 5D 44 200 44 30 
239 Q | o Lebertran | Rh 42 23 6 42 34 
294 ro 58 48 24 
295 4 Hafer und 49 39 13 
POY y 33 ° 0 Lebertran 0 - 46 24 
x) ron 5D 45 24 
272 ron D7 59 11 
276 y | Hafer und D1 45 13 
278 r | Lebertran aa | 56 3 S 
979 fou an 47 2 


Carr! hatten bei Tauben den schadigenden EinfluB des Lebertrans 
heobachtet. 

Wir haben nun entsprechende Versuche noch mit anderen Nahrungs- 
fetten festerer Konsistenz angestellt, und zwar mit Butter und Schweine- 
schmalz. Als Butter verwandten wir beste salzfreie Berliner Tafelbutter, 
die, um eine innige Vermischung mit dem Hafer zu ermdglichen, 
vorher durch leichtes Erwirmen gelést worden war. Als Schweinefett 
benutzten wir rohes frisches Riickenfett, das durch den Fleischwolf 
ging und dann gleichfalls leicht erwirmt wurde, um eine gute Durch- 
mischung mit dem Hafer zu ermdéglichen. 

Die nachstehenden beiden Tabellen VIII und LX zeigen je eine 
Serie mit Hafer und Butter bzw. Hafer und Speck in verschiedenen 
Verhaltnissen. 

Speckversuch: Der Speck wurde mit dem Hafer im Ver- 
hiltnis 1:3 bzw. aa gemischt, entsprechende Kontrollen mit Hafer 
allein, alles ad libitum, ebenso Wasser. Die Tiere zeigten das gleiche 
iuBere Bild, wie die Hafer-Oltiere, jedoch in weit geringerem Grade. 
Die Haare waren zwar auch verklebt und die Haut war fettig und 
schmierig, doch fehlte der starke Haarausfall. 

Besonders auffallend ist, dab die Hafer-Specktiere im Gegensatz 
zu den Hafer-Oltieren nicht im Gewicht stehenblieben oder gar ab- 
nahmen, sondern standig an Gewicht zunahmen, wenn auch keineswegs 
in dem AusmaBe. als man es bei der kalorienreichen Fettnahrung er- 
warten sollte. In den ersten Monaten unterschied sich ihr Gewicht 
kaum von den Tieren. die Hafer allein erhielten. Noch nach 7 Monaten 


1 Amer. Journ, of Physiol. 74, 70, 1925. 






















— & — SC a OT _ = ~— —— FF = ml fo a) 
"G1 GL het Hl GOL Og 96S + oY rE | BR Joven | ’ Lgl 
O1z tL 0001 > OL FIL¢4 09 on) ae ce } pun doyeyy | $ 89 
001 cg ars 9°69 4 rae COIL 4 eg rat | sung °, gE | ‘ ORT 
O61 cL O¢L 4 og + 9 Clg 4 99 RF } pun seyeyy | 2 OLI 
gg Oe reg ral 91E + Ue RE | $ LoZ 
a ¢ si + cr ret + ed RE 10j8}] l - OL 
col SF 999 4 cg SIV 4 09 F6¢ + OF €¢ $ 69 
Fa - ha] a ; 7 il 
= uate} apo], wiaq nosy 7 nyjosqy P ynjosqy yyptmall ayey Jep 
= sae one YUMI 06 00 0€ sstusjuy piu y49g}Nyar) 3499] q4a89") IN 
F uatey yovu eugeunz » Pun ay FIMary 
L 
. ‘NT PW, 
5 8h FG rh seet+| 8h Ore GL oFget) FL oo || weds || © ING 
Fi LOL ee 4 76 OOGa 4 68 e+ cs LTT LL 69 |} pun doyeyy | rs) G12 
= gl 9¢9 4 06 £94 06 oe 4 cs ‘ae 4+ GL | yoodg ° ae | re 68z 
= ( cl oS 41 FL eae + rad 691 69 FS FY | pun deyeyy | re) " 
wi |G at +) | , 2 i 
LE og ‘ rir + 09 Jayeyy l Fas ¢ 
COI eo P91 YY SIZ 49 @ Sr 4 cg re) cr 
8 7 Pal = a a 
uate, apoy, njosqy INYOSYY INjOSGY : snyorgy iq MaF a338y 
uate] yoeu awysun7 "), pun yqoimary 
5 ‘TITA PWM L 
; 


2 ON SE as 















6 


* 


Butter 











Fiitterungsversuche an Ratten mit Olen und Fetten. 297 


betrug nur in einem Falle die Gewichtszunahme mehr als 50°, in allen 
underen lag sie erheblich darunter. 

Butterversuche: Bei den Buttertieren wurde die Butter im 
Verhiltnis 1:3 bzw. aa dem Hafer zugesetzt. Die Gewichte zeigt 
die Tabelle IX. 

In ihrem duBeren Verhalten unterschieden sich die Buttertiere 
in nichts von den Specktieren, die Gewichtszunahme ist dagegen nach 
3 Monaten betrachtlich gréBer als bei den Specktieren. Dab die Butter 
das Wachstum mehr férdert als Speck und Olivenél, haben bereits 
Ve Collum und Davis (1913), Osborne und Mendel (1914) gezeigt'. 


Zusammenfassung. 


Bei Verfiitterung von mit reinem Oliven6l und Lebertran versetztem 
Hafer und Brot zeigen wachsende Ratten, im Gegensatz zu den ohne 
Fett mit der gleichen Grundnahrung ernahrten Kontrollen, keine 
Gewichtszunahme, sondern betrachtliche Hemmungen des Wachstums. 

Diese treten ein, ecinerlei ob das Fett auf natiirliche Weise ver- 
fiittert oder mit der Schlundsonde per os gegeben wird. Dagegen 
bleiben die sonst charakteristischen Hauterscheinungen bei Schlund- 
sondenverfiitterung des Oles aus. 

Bei entsprechender Fiitterung mit Speck und Butter sind ahn- 
liche Erscheinungen des Haarkleides zu beobachten, wie bei Ol- und 
Lebertranfiitterung. Die Wachstumskurve verlauft jedoch giinstiger. 


1 Zitiert naca Mec Collwa und Simmonds ,,.Neue Ernahrungslehre“. 
Berlin /Wien 1928. 
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Ober den Stoffwechsel der Korperzellen. 


Bemerkungen zu der gleichnamigen Arbeit von Akiji Fujita 
(diese Zeitschr. 197, 175, 1928). 


Von 
A. Bakker, Breda (Holland). 


(Eingegangen am 19. Juli 1928.) 


In einer friiheren Arbeit (1) glaubte ich gegen die Annahme O.Warbury 
Stellung nehmen zu diirfen, daB die starke aerobe glykolytische Spaltuny 
ein Charakteristikum fiir ungeordnet wachsende Geschwiilste sei. Obwo! 
im allgemeinen die von mir fiir Exsudatleucocyten gefundenen absolute: 
Zahlen kleiner waren als die fiir Carcinomzellen bekannten, konnte ic! 
doch eine starke aerobe glykolytische Spaltung fiir Leucocyten feststellen (2), 
Offenbar reicht also die Sauerstoffzehrung nicht aus, um die glykolytiscly 
Spaltung zum Verschwinden zu bringen. Diesen Stoffwechseltypus haben 
die Leucocyten mit den Carcinomzellen gemein. 

Zeigte sich der Stoffwechse! der Exsudatleucocyten in der Rege! 
weniger intensiv als derjenige von Carcinomzellen, so ist auch von diesen 
Zellen bekannt, daB sie bisweilen eine auffallend niedrige Sauerstoffzehrung 
aufweisen kénnen. Besonders ausgepragt ist dies in einer Arbeit von 
O. Warburg u. a. (3) in Nr. 13, Tabelle ITI. 

In der oben erwahnten Arbeit glaubt A. Fujita, die von mir vertreten 
Auffassung, daB der Stoffwechsel der Exsudatleucocyten demjenigen de: 
Carcinomzellen auffallend ahnlich sei, ablehnen zu miissen. Er setzt den 
Stoffwechsel der Leucocyten mit dem Stoffwechsel normaler embryonale: 
Zellen gleich. Aus den Untersuchungen von Fujita geht hervor, daB div 
Atmung der Blutleucocyten in Ringerlésung schnell abnimmt. —Leide: 
teilt er nicht mit, ob hierbei Unterschiede zwischen mononucleaéren wi 
polynucleiren Leucocyten festzustellen sind. Diese Méglichkeit mu8 aut 
Grund des verschiedenen Resistenzvermégens dieser beiden Zelltypen 
Betracht gezogen werden. Auch bei Knochenmarkzellen in Ringerlésuny 
sinkt die Atmung allmahlich, wahrend gleichzeitig die aerobe Glykoly~= 
ansteigt. Bei den Blutleucocyten ist dies nicht der Fall. Hier vermindert 
sich wohl die Sauerstoffzehrung, doch findet kein Anstieg der aerobe: 
Glykolyse statt. Nichtsdestoweniger behauptet Fujita, daB der Stoffwecli» 
in diesen beiden Fallen demjenigen normaler embryonaler Zellen entspriclit 
Im tibrigen verwendet Fujita ein Zellmaterial, das nur zu 60 Vol.-°, au 
Leucocyten besteht und noch Blutplattchen und Erythrocyten zu } 
20 Vol.-% enthalt (Tabelle auf 8S. 180). Meines Erachtens ist es nicht 
lassig, auf Grund dieser Versuche Schliisse auf den Stoffwechsel der Leu 
cyten zu ziehen. 
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Zweifelsohne sind die von mir gefundenen niedrigen Zahlenwerte cine 
Folge der langen Versuchszeit, wobei wohl noch der Einflu®B der Ringer- 
sung hinzukommt. Dennoch bleibt die betrachtliche aerobe Milchsaéure- 
bildung aus Glucose bestehen. Fujita findet z. B. in der vierten halben 


Stunde fiir Markzellen in Ringerlésung Qo, — 3,7 und OY = + 12,4. 
Diese Zahlen bleiben hinter den bei Carcinomzellen gefundenen nicht 
guruck. O. Warburg findet namlich fiir verschiedene Gewebsschnitte des 
Fleaner-J oblingschen Rattencarcinoms einenQ-Wert, der im Mittel gleich 3,6 
-t (4). Gerade die Fahigkeit der Leucocyten, unter ungiinstigeren Lebens- 
bedingungen (z. B. in Exsudaten) sowohl aerob als auch anaerob Glucose 
spalten zu kénnen, ist meines Erachtens ein deutlicher Hinweis auf die 
Gleichartigkeit der Stoffwechselprozesse bei Carcinomzellen und weiBen 
Blutzellen. Da embryonale Zellen diesem Stoffwechseltypus nicht an- 
gehéren, vertrete ich meine urspriingliche Auffassung weiter, dab der 
Stoffwechsel der Leucocyten mit demjenigen der ungeordnet wachsenden 
Geschwiilste eine groBe Ahnlichkeit aufweist. Da®B im Serum die Oxybiose 
der weiBen Blutzellen in den ersten Stunden tiberwiegt, steht meiner Ansicht 
nach hierzu nicht im Gegensatz. Ob die Sauerstoffzehrung unter optimalen 
Lebensbedingungen imstande sein wird, die glykolytische Spaltung der 
Carcinomzellen zum Verschwinden zu bringen, ist nicht bekannt; ebenso- 
wenig, ob es ein Stadium gibt, in welchem sich der Stoffwechsel junger, 
gerade in Entwicklung befindlicher Carcinomzellen hauptséchlich auf Oxy- 
dation beschrankt ist. Ware dies der Fall, so wire die Ubereinstimmung 
zwischen den Leucocyten und Carcinomzellen eine um so gréBere. 


Literatur. 
1) A. Bakker, Arch. Neerland. de Physiol. de Thomme et des animaux, 
T. XI. — 2) Derselbe, Klin. Wochenschr. 1927, 8. 252. — 3) O. Warburg, 
E. Negelein und K. Posener, ebendaselbst 1924, S. 1063. — 4) l. c., S. 1062. 
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Uber die Bedeutung 
der Elektrolytkonstellation fiir den Organismus. 
Die Biochemie der Gebirparese von Kiihen. 


Von 
B. Sjollema. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie der Reicl 
universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1928.) 

Im Friihjahr 1927 und besonders im Jahre 1928 wurden von mir 
Untersuchungen tiber die Zusammensetzung des Blutes und iiber die 
Wirkung von Mitteln zur Anderung des Elektrolytgehalts des Blut- 
serums bei der Gebiarparese (Milchfieber) von Rindvieh ausgefiihrt 
deren Resultate meiner Ansicht nach ein allgemeineres Interesse be- 
sitzen. 

Es zeigte sich, daB der Mineralstoffwechsel bei diesem Syndrome 
stark gestért ist. Besonders ist der Gehalt des Calciums und der 
anorganischen Phosphorsiure im Blutserum erniedrigt. Weil keine 
deutliche Tetanie bei dieser Erkrankung vorkommt und keine Gua- 
nidinbasen gefunden werden konnten, liefert diese Untersuchung auch 
einen Beitrag zur Tetaniefrage. Wichtiges bringt sie auch fiir die 
Lehre von Kraus und Zondek, denn es mub wohl als feststehend 
angenommen werden, da es sich hier um eine funktionelle Stérung 
des vegetativen Nervensystems handelt. Sobald dem Organismus 
geniigend Calcium zur Verfiigung gestellt wird, verschwinden dic 
Symptome. Eine einzige Injektion einer geniigenden Menge Chlor- 
calcium heilt das Tier dauernd innerhalb ein paar Stunden. 

Was die Methodik anbelangt, sei folgendes mitgeteilt. 


Die Calciumbestimmungen wurden nach Rothwell! ausgefiihrt. Fi 
die Duplikatbestimmungen diente die Methode von Jansen?. Die Methode 


1 Journ. of biol. Chem. 74, 257, 1927. Es wird ein Serumfiltrat mit 
Trichloressigséure hergestellt und in diesem in iiblicher Weise das Calciur: 
als Oxalat niedergeschlagey und titriert. Nach meinen Erfahrungen sind 
Ca-Bestimmungen in Filtraten genauer als direkt im Serum. 

? Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 186, 1918. 
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von Kramer und Tisdall' verwendeten wir fiir die Kaliumbestimmungen. 
Die Bestimmungen der anorganischen Phosphorsiure wurden nach Bell- 
Doisy- Briggs? ausgefiihrt. 

Zur Bestimmung des Magnesiums diente die Methode von Briggs*. 
Blutzucker und Glucose wurden im Vollblut, das mit NaF konserviert war, 
bestimmt nach der Methode, welche im vorigen Jahre von mir angegeben 
wurde‘, 

Totalaceton wurde nach van Slyke® bestimmt; die Alkalireserve mit 
dem neuen Apparat (fiir konstantes Volumen) von van Slyke und Neill®; 
die Wasserstoffionenkonzentration nach Cullen’ (Indikatormethode), der 
Harnstoff nach Folin® und schlieBlich das Chlor nach Short und Gellis®. 


Es wurden gewohnlich zwei Blutproben zu gleicher Zeit entnommen ; 
jede von etwa 100 ccm. 

Die eine wurde mit einer Schicht (von 1 bis 2 ccm) fliissigen Paraffins 
bedeckt, zur anderen wurde NaF hinzugesetzt. 


Die Analysen fanden sowohl im Serum wie im Vollblut (mit NaF) 
gewohnlich erst 2 oder 3 Tage, nachdem das Blut entnommen war, statt. 


Das Blutserum von an Gebirparese leidenden Tieren enthielt, 
wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, in 17 von den 40 Proben weniger 
als 5 mg-°,, Ca; in 16 zwischen 5 und 6, in 6 zwischen 6 und 7 und in 
einem Fall 7,3 mg-°,,!°. Wie fiir andere Tiere, ist 10 bis 11 mg-*,, fiir Kiihe 
normal; vielleicht kann man sagen, dab 9 bis 10 mg-°,, Ca auch noch ein 
physiologischer Gehalt fiir Milchkiihe ist. 

In zwei Proben fanden wir bzw. 10,3 und 8,7 mg-°,,; es zeigte sich 
aber, dab die betreffenden Tiere nicht an der typischen Erkrankung 
litten. Nur in einem Falle, in dem der Tierarzt typische Gebarparese 
diagnostizierte, fanden wir einen fast normalen Ca-Gehalt, und zwar 
9 mg-°. 

Aus Tabelle II geht hervor, daB wir im Blutserum von gesunden, 
frisch gekalbten Kiihen niemals Ca-Gehalte fanden, von denen man 


1 Journ. of biol. Chem. 48, 223, 1921. Es wurde zur Kontrolle immer 
eine Bestimmung gemacht in einer KCl-Lésung von gleichem Gehalt. 
Ebendaselbst 58, 13, 1922. 

Ebendaselbst 52, 349, 1922. 

Diese Zeitschr. 182, 453, 1927; 185, 355, 1927; 188, 465, 1927. 
Journ. of biol. Chem. 82, 495, 1917. 

Ebendaselbst 61, 543, 1924; 78, 124 und 130, 1927. 
Ebendaselbst 52, 501, 1922. 

Folins Laboratorium Manual of Biol. Chem. 1923, 8. 239. 

Journ. of biol. Chem. 78, 219, 1927. 

© Der Ca-Gehalt des Serums von Rinderblut andert sich ein wenig, 
wenn das Blutserum nicht sofort vom Blutkuchen getrennt wird. Wir 
fanden, da®B diese Verainderung nicht immer in derselben Richtung geht 
Auf die Interpretierung kann sie keinen Einflu®8 ausiiben. 
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Stérungen erwarten konnte!. Zwar fanden wir dreimal eine Zal)| 
niedriger als 9, aber man darf annehmen, da wihrend des Kalbens 
allgemein der Calciumgehalt des Serums mehr oder weniger heruntergelht 

Der Gehalt an anorganischer Phosphorsaure® ist im allgemeine: 
wie aus Tabelle | hervorgeht, bei Milchfieber niedrig. Wir fanden meistens 
weniger als 2 mg-°,, P; bisweilen selbst weniger als 1 mg-°,. Einigy 
Male war der Gehalt ziemlich normal (10 mal), einmal war er hoc) 
(7,5 mg-°,). 

Von den 8 gesunden, frisch gekalbten Tieren war der Gehalt an 
anorganischer Phosphorsiure zweimal kleiner als 3 (bzw. 2.4 und 
2.8 mg-°,,). Der Unterschied ist im Vergleich mit Milchkiihen in voller 
Lactation (s. Tabelle ILI) deutlich. 

Es verhalt sich die anorganische Phosphorsaure der an Gelbir- 
parese leidenden Tiere also mehr wie bei Rachitis als bei Tetanie. 

Die Werte fiir Magnesium waren fiir drei gesunde wie fiir drei an 
Gebiirparese erkrankte Tiere bzw. 2.8, 2.8, 2,66 und 2,73, 2.43, 2.84 mg-' 

Das Verhiltnis Ca: Mg ist also fiir die erkrankten Tiere anorma! 

Der Gehalt an Kalium® war in 13 von den 24 untersuchten Proben 
unter 30 mg-°,, also normal, in 4 Proben lag er zwischen 30 und 40 mg-" 
In den iibrigen Fallen war er deutlich erhéht. 

Wie aus Tabelle Il hervorgeht, steht es mit dem Blutserum von 
gesunden, frisch gekalbten Milchkiihen auch so, d. h. auch hier kommen 
normale sowie hohe Zahlen vor. 

Bei den Milchfieberkiihen ist also das Verhaltnis Ca: K sehr gestort 

Die Alkalireserve war nahezu immer normal; ein niedriger Gehalt 
kam nur wenig vor (man vergleiche die Zahlen von Tabelle I und I] 

Die Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration sind nicht 
in den Tabellen erwaihnt, weil die meisten dadurch keine ganz korrekten 
Zahlen ergeben haben, daB die Proben bei der Analyse (wegen Glykolyse 
nicht ganz unveriindert waren. Nur viermal wurde die Analyse in 
frischen Proben ausgefiihrt; es wurden dabei normale Zahlen gefunden 
(etwa 7,4). In den frisch analysierten Proben von gesunden, frisch 


t Es wurde der Vergleich mit frisch gekalbten, gesunden Kiihen gemacht, 
weil die Gebarparese gewohnlich innerhalb 2 Tagen nach dem Gebiren 
auftritt. 

2 Das Serum von den meisten Blutproben konnte, wie schon mit 
geteilt wurde, erst 2 oder 3 Tage, nachdem die Blutprobe entnommen war, 
von dem Blutkuchen getrennt werden. Wie wir fanden, andert sich de: 
Gehalt dadurch ein wenig; sowohl eine kleine Erhéhung als eine klein 
Erniedrigung kommt vor. 

3 Aus demselben Grunde als die P-Zahlen ein wenig zu hoch waren, 
sind, wie wir durch absichélich zu diesem Zwecke ausgefiihrte Versuche fest 
stellten, die Kaliumzahlen auch ein wenig zu hoch. Die Interpretierun: 
wird dadurch aber nicht beeinfluBt. 
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ekalbten Kiihen fanden wir Werte zwischen 7,4 und 7,27 


Basengleichgewicht ist also bei Gebarparese nicht oder nur wenig gestort ; 


Das Siure- 


vielleicht findet wahrend des Kalbens gewéhnlich eine geringe Ver- 
inderung in der Richtung einer Azidose statt. Ein bedeutend ab- 


Tabelle I. 


Blutserum in Gebaérparese. Die Zahlen geben Milligrammprozente an. 


(Das Blut wurde vor der therapeutischen Behandlung entnommen.) 





Total. 


Probe . org “hols . ~ - . slus To , 
Ca “" ” Rd oe cl an can ° Blut. . anes 
Nr. zucker 
105 4,7 1,7 —_— 362.0 37,2 92,2 
109 49 Spuren | 46.5 383.0 49.3 96,2 
114 6,2 1,2 53.0 399.0 58,1 93.5 
120 4.5 09 54.6 384.0 65.8 57,2 89.9 
125 4,1 1,9 22.8 37.2 | 373.0 68.0 62,0 SS,8 
129 6.5 1.6 25.0 45.0 — 52.3 91,7 1281 
139 7.3 2.65 61.2 | 332.6 66,6 53,4 86.4 
142 4.9 1.2 - 62,3 96.3 
146 635 1,9 55,2 77.2 118.6 
147 58 1.9 61.0 59.6 64.4 92.4 
154 6.4 1,9 29,7 58.4 
155 4.6 1.6 56.9 
2+ 52 1,9 63,9 
+ 47 0.95 22.4 49.0 
7 6.9 7,5 69.8 
8 5.0 Spuren 19,1 65.4 
11 5.6 1,1 - 55,1 
12 5.5 1,5 46,2 
14 4.5 1,2 -- 66.9 40.4 
16 5,2 2.0 -- 61,7 41.6 
19 5,15 | 2,7 21,) 58,4 80.0 115.7 69,0 
28 5.5 215 | 29,1 61,0 0.0 
30 5.5 2.6 - 18.0 
32 48 20 58.8 54.6 
35 5.7 3.0 63.4 -- 
37 5.2 4,2 44.5 61,9 84.9 113.0 184 
43 2,7 3,65 37,0 56,1 1,6 
51 4,2 2.0 24.8 _ 
56 3,7 2.5 17,0 62,0 97,0 135.4 
62 4.8 28 31,2 64,2 
68 3.9 — 55.7 
70 5.6 1.6 41,0 53.0 
76 545 | 24 29,2 61,5 
77 53 2.3 23.8 46.5 (109.7 149,0 
86 5,2 43 27.5 64,9 
87 29 24 35.4 57.4 
95 455 1,4 31,0 54,2 
99 4,8 3,1 49.2 117.0 
121 5.3 2,2 20,1 — 





* Die Bestimmungen des Harnstoffs, der Glucose, des TotaleBlutzuckers und Total-Acetons 
wurden im Vollblut gemacht. Fir die Bestimmungen der Glucose und Total-Reduktion war das 
Blut mit NaF konserviert. 

** Die Alkalireserve ist in iblicher Weise in Vol.*°/, angegeben. 

t Das Tier war auch an Pyelonephritis leidend. 
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B. Sjollema: 


Tabelle II. 


Blutserum von gesunden, frisch gekalbten Kiihen (die Zahlen geben 
Milligrammprozente an). 





3 é . 5 = 2 ’ as Se 

Nr. | © C | Fi K 3/8 + alse § | 3/33 

ge & 3s 5 z3 3 ee £3 

Peg < 3 x= = eo) = < 
133 «636 l’arse 97 3,7 | 82,7 8389 31,8 |\366,6 62.7 52,4 77,2 
136 32 Alte Kuh 102 2,4 | 22,2 43.2 3763 48.1 84,2 
143 30 11,8 3,3 | 21,9 332.6 64.4 62,3 963 
148 24 2. oder 94, 28 | 50,0 67,2 48.0 74,3 

3. Kalb 
151 32 — 8.5 6,6 | 57,7 57.4 50.0 78.6 
152 25 F arse 7.9 7,1 | 39,1 62,2 
6 11 ziemlich 8.8 74 48,0) 95,5 32,5 54.4 69,0 95,0 
oft gekalbt 
13 | 11 Farse 10,2 7,8 25,0 66,0 58.8 96,3 33.2 


* Siehe FuBnote * von Tabelle I. 
** Siche FuBnote * von Tabelle I. 


Tabelle ITI. 
Blutserum von gesunden Kiihen entweder in voller Lactation, oder sofort 
nach dem Schlachten! oder von noch jungen Tieren (etwa 1 Jahr alt) (die 
Zahlen geben Milligrammprozente an). 





Nr. Ca Anorg. P: K 
101a Schlachthaus 10,1 8,3 20,0 
101b n 7,7 7,4 23,0 
110a Vor 12 Wochen gekalbt 9.5 6,1 23,3 
110b a . ‘ 10,4 6,0 22,2 
88a » 10 Tagen . 10,35 2,8 20,6 
88b “ 8 Monaten _ 9.9 8.2 18.6 
88e » * * - 10,1 2,8 21,1 
111 Schlachthaus 10,5 3,6 — 
112 ‘ 9,5 3,9 
24 Junges Tier 9,6 7,2 

5 Me . 10,0 9,0 _ 
150 a _ 9,9 3,9 


weichender Chlorgehalt wurde nicht gefunden, allerdings fanden nur 
wenige Bestimmungen statt. Dasselbe kann von dem Cholesterin- 
und von dem Kreatinin- +- Kreatingehalt gesagt werden. 

Der Harnstoffgehalt — der nicht oft bestimmt wurde — scheint 
die Neigung zu haben, ein wenig erhéht zu sein. 

Der Blutzuckergehalt des Vollblutes von an Gebarparese erkrankten 
Tieren wurde in den letzten Jahren oft untersucht. Obwohl dabei 

1 Sofort als die Tiere mit der Kugel getétet waren, wurde die Carotis 
geéffnet und Blut gesammelt. 
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urspriinglich Hypoglykamie gefunden wurde, haben spiatere Unter- 
‘suchungen diesen Befund nicht bestatigt, jedoch gezeigt, daB sowohl 
‘normale und niedrige als hohe Werte vorkommen. Dasselbe war auch 
hier der Fall. Wie Tabelle I zeigt, war der Blutzuckergehalt in 8 von den 
| 17 Proben, in denen er bestimmt wurde, erhéht, in 7 oder 8 normal und 
‘in | oder 2 erniedrigt. Gesunde, frisch gekalbte Kiihe zeigten normale 
' Werte (Tabelle II). 


Viel Milchzucker wurde nur gefunden in Proben, welche nach 
Luftinsufflation (im Euter) entnommen waren. Es wurde dadurch der 
Glucosegehalt heruntergesetzt. Hypoglykamie kann fiir Milchfieber 
keine kausale Bedeutung haben !?. 

Der Totalacetongehalt zeigt in einigen Fallen ziemlich hohe Werte. 
Man sei daran erinnert, daB Kiihe, die an Milchfieber leiden, auch Neigung 
za Acetonimie haben. Es ist denkbar, daB im Zusammenhang mit 
dem Kalben der Gehalt an Acetonkérpern gewoéhnlich erhéht ist. Vom 
Blute von gesunden, frisch gekalbten Kiihen wurde der Total-Aceton- 
gehalt nur einmal bestimmt; er war nicht unbedeutend (Tabelle II). 


Bei Acetonamie ist der Mineralstoffwechsel nach meinen Unter- 


 suchungen (die betreffenden Daten sind hier nicht mitgeteilt) nicht 


gestért?; es beschranken sich die Stoffwechselstérungen hauptsachlich 
auf den Kohlehydrat- und Fettstoffwechsel ; Tonusstérungen sind deshalb 
nicht wahrscheinlich und kommen hier nicht zum Ausdruck. 


Das Blut von Milchfieberpatienten wurde viermal auf Guanidin- 
basen untersucht. Dabei wurde nicht die in den letzten Jahren viel 
benutzte, aber oft kritisierte Pikratmethode verwendet, sondern die 
von Kiihlau*. Diese Methode wurde insoweit erganzt, als die dabei 
im Methylalkohol geliste Substanz zersetzt, unter anderem mit Ba (OH), 
gereinigt und mit Pikrolonsaéure niedergeschlagen wurde. Eigenschaften 
und Schmelz punkt dieses Niederschlags wurden mit denen des Guanidin- 
pikrolonats verglichen4. 

Es konnten keine Guanidinbasen nachgewiesen werden. Es kommt 
bei Milchfieber also ein sehr niedriger Ca-Gehalt des Blutes ohne Tetanie 
und ohne Guanidin vor. Ein Beweis, daB im allgemeinen ohne Guanidin 

‘ Die mehrmals konstatierte therapeutische Wirkung einer Glucose- 
injektion beruht nicht auf Aufhebung einer Hypoglykamie, sondern mub 
eine indirekte sein. 

2 Wohl ist das Saéure-Basengleichgewicht bei der Acetonimie gestért ; 
die Ca-, P- und K-Werte sind aber normal. Es wurden bis jetzt erst wenig 
Blutproben von Acetonaémiepatienten in dieser Richtung von mir untersucht. 

3’ Arch. d. exper. Pathol. u. Pharm. 115, 75, 1926. 

* Zu einer dieser Blutproben wurde ein wenig Guanidin hinzugesetzt 
(20 mg des salzsauren Salzes auf 100 ccm Blut), es konnte dann das Pikro- 
lonat abgeschieden und unter anderem am Schmelzpunkt erkannt werden. 
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Tetanie nicht zum Ausbruch kommt, ist hierdurch natiirlich nici 
geliefert. Bei Kiihen lést ein niedriger Calciumgehalt des Blutserums 
aber gewohnlich keine Tetanie aus. 

Das Blut der Gebarparesekiihe war fiir Kaninchen nicht giftig. Selbst 
dort, wo 40 ccm von diesem Blute (nach Eindickung im Vakuumexsikkat«, ) 
subkutan injiziert wurde, traten keine Giftigkeitssymptome auf. 

An dieser Stelle werde ich nur ganz kurze Betrachtungen an Hand 
der experimentellen Daten anstellen. Zuerst werden wir uns die Frage 
vorlegen, wodurch die Regulationsstérungen und die dadurch ver- 
ursachten schweren Symptome ausgelést werden. Man mu nach den 
Befunden der letzten Jahre annehmen, daB das Gebiren mit einer 
Calciummobilisierung einhergeht. Ein Zusammenhang zwischen Kaik.- 
stoffwechsel und Funktionieren der Geschlechtsorgane (u. a. Ovaria) 
wird schon lange angenommen. 

Mirvish und Bosman! haben dafiir experimentelle Beweise geliefert. 
Injektion mit Extrakten aus corpora lutea, liquor folliculi und aus Rest- 
ovariengewebe verursachten Senkungen des Calciumgehaltes des Blutes 
von 30 bis 35%. 

An parathyreopriven Hunden hat man oft gefunden, daB latente 
Tetanie durch Schwangerschaft akut wird, und da®B dies besonders leicht 
in den letzten Tagen und wahrend des Gebarens der Fall ist ?. 


Auch mit anderen Tieren (Ratten, Katzen und Ziegen) machte man 
ahnliche Beobachtungen. Auch durch Lactation wird latente Tetanic 
ungiinstig beeinfluBt. Versuche mit parathyreopriven Tieren zeigten, 
daB diese Tiere sehr empfindlich sind fiir Gifte, fiir starke Temperatur- 
schwankungen und wahrend der Brunst. 

Die bei Milchkiihen vorkommenden funktionellen Stérungen, 
welche sich wie mit Gebiarparese verwandte Syndrome kennzeichnen 
und in vielen Fillen ebenso wie Milchfieber durch Luftinsufflation 
oder durch Injektion von Chlorcalcium beheben lassen, lassen sich 
vielleicht durch diese groBen Empfindlichkeiten erkliren. Fiir voll- 
kommen normale Milchkiihe liefern die hohen Anspriiche wahrend 
der Trachtigkeit und des Gebarens keine Schwierigkeiten ; wahrscheinlich 
weil bei ihnen die Parathyreoideae imstande sind, schnell genug das 
Defizit auszufiillen. Wie aus Tabelle Il zu ersehen ist, fanden wir 
dreimal fiir frisch gekalbte Kiihe (d. h. 32, 25 und 11 Stunden nach 
dem Partus) Calciumwerte im Blutserum, die fiir normale Tiere niedrig 
sind bzw. 8,5, 7,9 und 8,8 mg-°,,. Ich nehme an, daf es den Tieren 
mit einer Hypofunktion der endokrinen Organe, besonders von den 


1 Quarterl. Journ. of exper. Physiol. 18, 11 und 29, 1927. 

* Amer. Journ. of Physiol. 69, 477, 1924; Proc. Soc. Exper. Biol. and 
Med. 10, 183, 1913; Surg. Gynec. and Obst. 16, 141, 1913; Endocrinolog) 
11, 233, 1927; The Mil Surgeon (Wash.) 55, 701, 1924; Amer. Journ. ot 
Physiol. 30, 48; Journ. of biol. Chem. 67, 245, 1926. 
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Epithelkérperchen, nicht gelingt, den Calciumgehalt schnell genug 
auf normale Héhe zu bringen. Ich war einmal in der Lage, das von 
Lilly nach den Vorschriften von Collip aus den Parathyreoideae dar- 
gestellte Priiparat' bei einer an Milchfieber leidenden Kuh anzuwenden. 
In einigen Minuten erholte sich das Tier; die Dosis war aber nicht 
groB genug und es kam nach einigen Stunden zur Rezidive. 


Meine vorliufige Hypothese ist also, daB der Regulationsmecha- 
nismus in letzter Instanz durch ungeniigende Wirkung der Epithel- 
kérperchen versagt. 

Die zweite zu behandelnde Frage ist, ob man ein pradisponierendes 
Moment fiir das so haufige Auftreten dieser Erkrankung und analoger 
Syndrome angeben kann. 

Es liegt auf der Hand, hier an die bekannten negativen Mineral- 
bilanzen zu denken, welche in den letzten Jahren so oft fiir Milchkiihe 
festgestellt wurden. Man darf auf Grund der betreffenden Versuche 
annehmen, da die besten Milchkiihe nicht selten mehr als ein Viertel 
ihres Kalkes wahrend der ersten Halfte der Lactation verlieren. Welchen 
EinfluB diese Kalkverarmung auf die Fahigkeit der Epithelkérperchen, 
das Calcium den Knochen zu entziehen, hat, ist wohl nicht bekannt, 
aber man mub annehmen, dab dieses Vermégen dadurch abnimmt. Es 
ist bekannt, daB in den Zeiten, wo die Milchleistung infolge einer weniger 
starken Fiitterung mit Kraftfuttermitteln weniger groB ist, die Frequenz 
der Erkrankung bedeutend kleiner ist. Bei den sehr hohen Anforderungen, 
welche dem Stoffwechsel der sehr milchreichen Kiihe gestellt werden, 
kann es nicht wundernehmen, da der sich im Minimum befindende 
Faktor, d. h. das Calcium, zu Stoffwechselstérungen Veranlassung gibt. 
Es gibt also Veranlassung, die hohen Anspriiche und besonders die 
Calciumverarmung als wahrscheinliches Aatiologisches Moment fiir 
Milchfieber zu betrachten. Es bleibt noch die Frage iibrig, ob das 
Kalkdefizit die Symptome des Milchfiebers verursachen kann. Zuerst 
méchte ich erwahnen, daB die jetzt tibliche Therapie, Insufflation von 
Luft ins Euter, wie ich in drei Fallen beweisen konnte, den Calciumgehalt 
des Blutserums deutlich erhéht?. Es geht also das Verschwinden der 
Symptome mit einer Steigerung des Calciumgehalts des Blutserums 
einher. Auch der P-Gehalt steigt durch Insufflation. 

Wenn man sich auf den Standpunkt der Kraus-Zondekschen Lehre, 
beziiglich der Bedeutung der Konzentrationen der Ca- und K-lIonen 


1 Ich spreche hier gerne meinen Dank der Firma Eli Lilly zu Indiana- 
polis aus, daB sie mir ihr Préparat (Parathormon) zur Verfiigung stellte. 
2 Der Glucosegehalt hingegen wird kleiner. Es enthalt das Blut in den 
ersten Stunden nach der Luftinsufflation ziemlich viel (30 bis 40 mg-°;) 
Milchzucker. 
20* 
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fiir das Funktionieren des vegetativen Nervensystems, stellt!, so mui) 
die Calciumverarmung Veranderungen im Tonus der vegetativen Organ 
und auch der Skelettmuskeln zur Folge haben. So daB sowohl eine Ari 
Parese wie auch die Stérungen der vegetativen Organe, so wie sie bei 
der Gebarparese vorkommen, begreiflich sind?. Ob man hier von einem 
vagotonischen Zustande sprechen muB, scheint mir zweifelhaft. Man 
wird sich meiner Ansicht nach vorlaufig besser vorstellen kénnen, dai 
die Sympathicusreize nicht oder ungeniigend zur Auswirkung kommen 


Diese Auffassung wird gestiitzt durch die schnelle Genesung, die mitte!s 
einer langsamen intravenésen Injektion von etwa 35 bis 40g kristallisierten 
Chlorcalciums (gelést in etwa 400 cem Wasser) erreicht wird. Es wurden in 
diesem Friihjahr mehr als 20 Kiihe durch eine Injektion von Chlorcalcium 
volistandig geheilt. Wenn 25 bis 30g injiziert wurden, traten sechsma! 
Rezidive auf; es ist also besser, mehr anzuwenden. Die Injektion wurde 
in einigen Fallen erst dann angewendet, wenn die Luftinsufflation kein 
Resultat geliefert hatte. 

In einem Falle, wo ein verwandtes Syndrom vorlag, wurde die Wirkung 
von 30g Chlorcalecium von 2 mg Adrenalin unterstiitzt. Das Resultat war 
auch hier vollkommen befriedigend. Es braucht wohl kaum betont zu 
werden, da8 die Betrachtungen iiber die Atiologie und das Wesen der 
Gebiarparese nur als vorlaufige anzusehen sind. Man mu8 auf Grund der 
Blutanalyse und der Wirkung der oben angegebenen therapeutischen 
Mittel zu der SchluGfolgerung kommen, daB die Verarmung an Calcium 
und mdglicherweise auch die Abnahme der anorganischen Phosphorséure 
die unmittelbaren Ursachen des paretischen Zustandes und der anderen 
funktionellen Stérungen in Gebarparese sind. 

Der Hauptzweck dieser Mitteilung ist, einen Beitrag iiber den Einflu8 
einer anormalen Elektrolytkonstellation auf den Organismus zu liefern®. 


Ich spreche den Herren Dr. L. Seekles, Konservator, und H. Hooghoudt, 
Analytiker, meinen Dank aus fiir ihre Mitwirkung. 


‘ 
. , at q 
1 Es wurde zwar nicht der Gehalt an Ca-Ionen, sondern nur das Total!- 


calcium bestimmt. Wo sich aber gewéhnlich nicht mehr als etwa 5 mg-°, 
Ca und bisweilen weniger als 3 mg-°, im Blutserum befanden, muB8 auch 
der Gehalt an Ca-Ionen niedrig gewesen sein. Die py war normal. 

2 Man darf die Untersuchungen von Berg, Hess und Sherman, Journ. 
Exper. Med. 47, 105, 1928, als eine Stiitze dieser Lehre von Kraus und 
Zondek betrachten. Sie fanden, daB Schidigung des N. splanchnicus einen 
groBen Fall des Gehalts an Calcium im Blutserum verursachte. 

8 Die Tijdschrift voor Diergeneeskunde vom 15. Oktober und dic 
folgende Nummer enthalten eine ausfiihrliche Abhandlung tiber das Wesen 
und die Therapie der Gebéarparese. 
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Uber den intermediiren Stoffwechsel 
der mit Trypanosomen infizierten Ratten. 


Von 


Georg Scheff. 


(Aus dem Hygienischen Institut der kénigl. ungar. Elisabeth-Universitat 
in Pécs.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I. 

Die experimentelle Trypanosomeninfektion hat vom Standpunkte 
der Symbiose (zwischen Wirtstier und Infektionserreger), schon wegen 
der stets gleichmaBigen Reproduzierbarkeit, viele bisher unwegsame 
Fragen zum Anschnitt gebracht. Dies erscheint um so wertvoller, je 
mehr sich der Gedanke Bahn bricht, daB die endgiiltige Lésung der 
Infektionsprobleme nicht allein mit bakteriologischen Methcden erreicht 
werden kann. Wir wissen jetzt, daB die Infektionen ganz besonders 
Probleme des Stoffwechsels sind, welche sich als Resultante der 
Funktionsainderungen bzw. Ausfille im Kampf ums Dasein zwischen 
Makro- und Mikroorganismus aéuBert. Pathogenetisch betrachtet, fiihrt 
die Stoffwechseluntersuchung zur Erklarung der Krankheitssymptome 
und selbst des Todes, was wir letzten Endes anstreben. In Fortsetzung 
der Arbeit Fenyvessys versuchte ich, mir auf Grund der heute tiblichen 
biochemischen Methoden iiber diese Fragen bei der Rattentrypanoso- 
miase Klarheit zu verschaffen. Es war zu erwarten, da} ,, im Gesamt- 
bild** auch ,,die chemischen Leistungen der Parasiten, neben denjenigen 
des Wirtstieres, zum Ausdruck kommen". 

Vom Tatsachenmaterial, welches fiir meine Fragestellung in 
Betracht gezogen werden konnte, bringe ich blo dasjenige in Er- 
innerung, welches sich in vitro auf die Trypanosomen selbst bezieht, 
und zwar Zuckerverbrauch!, Sauerstoffzehrung? und Sauerung*® des 


1 Hagemeister, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 77, 227, 1914; Simons, eben- 
daselbst 87, 1, 1918; Kudicke und Evers, ebendaselbst 101, 317, 1924; 
Schern, Arb. a. d. Kaiserl. Ges.-Amt 88, H. 3, 1912; Centralbl. f. Bakt., 
Abt. I, Orig. 96, I bis V, 1925; eigene unveréffentlichte Versuche. 

2 Nauss und Yorke, Sleeping sickness Bulletins 31; v. Fenyvessy und 
Reiner, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 102, H. 1/2, 1924. 

3 v. Fenyvessy, diese Zeitschr. 173, 289, 1926. 
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Nahrmediums. Nach neueren Versuchen von Fenyvessy und Reiner 
welche demnichst erscheinen, beruht der Zuckerverbrauch durc!} 
Trypanosomen nur zum Teil auf oxydativem Abbau, zu einem be 
triichtlichen Teil auf Vergirung (anaerobe Glykolyse). 

Gewisse Eiweibabbauprodukte scheinen auch in ihrem Lebens 
unterhalt eine Rolle zu spielen. Giftproduktion konnte jedoch noch 
niemals nachgewiesen werden, was ich schon an dieser Stelle besonders 
betonen michte. 

Von diesen chemischen Leistungen geleitet, versuchte ich einzeln, 
die infizierte Ratte einer Analyse zu unterziehen, um daraus das Gesamt 
bild zu rekonstruieren. Ich habe zur Vollstandigkeit auch das patho 
logisch-anatomische Bild in Erwagung gezogen. 


Il. Allgemeines. 

Als Versuchsobjekt verwendete ich stets gesunde, weiBe Ratten, 
welche zuvor und wahrend des Versuches der GleichmaBigkeit halber 
mit Hafer und Wasser ernéhrt wurden (Ausnahme bilden die Stickstoff- 
versuche). Trachtige Tiere muBten natiirlich ausgeschlossen werden, 
Dem eigentlichen Versuche ging immer eine etwa 18stiindige Fastzeit 
voran, die, abgesehen von der Konvention bei derartigen Versuchen, auch 
darin ihre Begriindung gefunden hat, da8 die FreBlust in der letzten 
Infektionsperiode nicht gleichmaBig anhielt und der daraus entstehende 
Fehler woméglich ausgeschaltet werden muBte. Infiziert wurde intra- 
peritoneal mit einem seit Jahren fortgeziichteten Laboratoriumsstamm 
von Trypanosoma equiperdum. Wir haben, wie bereits verschiedenerseits 
beschrieben wurde, das Krankheitsbild einer akuten Septikiémie vor uns, 
welches bei mittleren Dosen eines Rattenpassagenstammes 4 bis 5 Tage 
lang dauert und sich fast quantitativ verfolgen laBt (Doerr, Berger'). Der 
jeweilige Stand des Infektionsprozesses wurde durch den mittels Ehrlich- 
scherr Okular im Strichpraiparat gezihlten Trypanosomengehalt des Blutes 
gekenhzeichnet. Der Tod des Tieres erfolgt gewéhnlich unter Suffokations- 
erscheinungen, nur ganz ausnahmsweise unter Konvulsionen. Hier sei 
noch mit Nachdruck darauf hingewiesen, daB, zur rechten Zeit gegeben, 
mit minimalen Dosen Germanin (Bayer 205) binnen 24 Stunden voll- 
kommene Heilung erfolgt*. Dieser Umstand scheint in den Betrachtungen 
der meisten Autoren auBer acht gelassen worden zu sein. 


Ill. Mechanismus der Kohlehydratstoffwechselstérung bei der 
Trypanosomiase. 


Wie von Schern® und Fenyvessy* voneinander unabhiangig entdeckt 
wurde, verbrauchen die Trypanosomen nicht nur in vitro, sondern 


1 Puerr und Berger, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 95, 319, 1922. 

2 Uber den Wirkungsmechanismus von Bayer 205‘ ist vom hiesigen 
Institute erst vor kurzem die Arbeit von Reiner und Kéveskuthy jun. in 
der Deutsch. med. Wochenschr. Nr. 47, 1927, erschienen. 

3’ Schern, Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Orig. 96, VI, 1925; Deutsch. 
Tierarztliche Wochenschr., Jahrg. 35, 8S. 283, 1927; Diese Zeitschr. 193, 
264, 1928. 

* v. Fenyvessy, ebendaselbst 178, 289, 1926. 
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auch im Organismus Zucker. Diese Erscheinung wird in Form einer 
hedeutenden Hypoglykamie im Verlaufe der Infektion fabbar, die durch 
ihre scheinbare Verwandtschaft mit der Insulinvergiftung bereits die 
\ufmerksamkeit vieler! auf sich lenkte. Da8 es im Laufe verschiedener 
infektionskrankheiten als Ausdruck einer Stérung des Kohlehydrat- 
stoffwechsels éfters zur Hyperglykamie kommt, war zwar vielleicht zur 
Geniige bekannt, aber daB sich als konstantes Merkmal auch Hypo- 
glykamie entwickeln kann, wurde erst durch diese Untersuchungen 
cingeleitet. 


Es lag daher auf der Hand, den Mechanismus dieser Stérung zu 
ergrinden, um neuere Gesichtspunkte auf diesem dunklen Gebiete zu 
erhalten. Obzwar wir wissen, da trotz Konstanz des Blutzuckers 
derselbe nicht immer ein vollkommenes Bild iiber die Kohlehydrat- 
reserven uns bietet, sind wir dennoch in der Lage, nach den heute 
bekannten Méglichkeiten zwei Typen beim Zustandekommen der 
Hypoglykimien in Erwigung zu ziehen: 1. vermehrter Verbrauch 
oder Elimination des Blutzuckers, wobei der normale Nachschub nicht 
Schritt halten kann; 2. gestérter Nachschub, der sogar fiir den normalen 
Verbrauch nicht véllig aufkommt. Im gegebenen Falle sind wohl beide 
Faktoren daran beteiligt, indem sich einerseits nachweisen lieb, dab 
primar ein Mehrverbrauch an Blutzucker besteht, andererseits sich 
zeigte, daB sekundar die Leberfunktionsstérung eine ausschlaggebende 
Rolle dabei spielt. 


Nicht nur zur Wiederholung und Bestatigung der Blutzucker- 
senkung, sondern auch zur Feststellung des Zeitpunktes, zu der sie 
beginnt, lasse ich hier eine Serie von Blutzuckeruntersucl.ungen folgen, 
die mittels Bangscher Methodik an einer Reihe von gesunden und 
infizierten Ratten (150 bis 230g) verschiedener Stadien nach Herz- 
punktion ausgefiihrt wurde?. 


4 Dubois, C. r. de la Soc. de Biol. 95, Nr. 31, 1130, 1926; Dubois und 
Bouckert, ebendaselbst 96, Nr. 6, 431, 1927; Savino, ebendaselbst 96, 
Nr. 3, 1927; Regendanz und Tropp, Arch. f. Schiffs- u. Trop.-Hyg. 81, 
H. 8, 1927. 

2 Die Herzpunktionen wurden bei der groBen Ubung im hiesigen 
Institut mit Leichtigkeit in Zeitintervallen an derselben Ratte auch wieder- 
holt ausgefiihrt. Fiir die wertvolle technische Hilfe, welche mir dabei 
geleistet wurde, sage ich Herrn Eugen Kéveskuthy jun. meinen besten 
Dank. Die Einwande von Regendanz und Tropp (laut Zitat), wonach die 
Bangsche Methodik der Methode von Hagedorn und Jensen unterlegen 
ware, kann ich nicht gelten lassen, da sowohl die Erfahrung anderer als 
auch meine dagegen spricht. Beide Methoden liefern gut vergleichbare 
Resultate, zumal es sich bei einer Reduktionsmethode nur um relative 
Zuckerwerte handeln kann. 
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Tabelle I. 





Gesunde Tiere Infizierte Tiere 


a b a b c 


Die Zahlen in dieser Kolumne 

geben die auf je 1 Trypanosom clb X 1000 
Nr. Blutzucker Nr. _ entfallenden roten Blutkorperchen Blutzucker - 

an, daher entsprechen sie dem 

reziproken Wert der Parasiten 


0/5 selbst 0), 

l 0,092 1 4,5 0,020 44 
2 0,097 2 5,0 0,023 4.6 
3 0,085 3 7,0 0,027 —0,034 4.3 
+ 0,090 4 7,3 0,033 4.5 
5 0,100 5 8,0 0,022 2.8 
6 0,090 6 11,0 0,045 4,1 
7 0,093 7 12,0 0,046—0,047 3.9 
8 0.099 s 13.0 0,055 4.2 
y 0,098 9 14,0 0,049 3.5 
10 0,097 10 14,6 0,074 5,1 
11 15,5 0,068—0,073 4.5 

12 16,5 0,073 44 

13 18,9 0,080 4.2 

14 21,0 0,083 3.9 

15 35,0 0,092 2.6 
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Abb. 1. 


Wir kénnen daraus ersehen, da8 sich die Blutzuckerregulation 
wahrend der Hypoglykamie ganz auffallend innerhalb enger Fehler- 
grenzen als Funktion der Trypanosomenzahl erweist. Allein die Blut- 
zuckersenkung wird als Ausdruck der Stérung, ungeachtet der Grobe 
des Tieres, erst bei einem gewissen Blutkérperchen-Trypanosomen 
verhaltnis (20: 1) nachweisbar. Trotzdem liBt sich, ohne jeden Zweifel 
auf die Beteiligung der Trypanosomen am Zuckerverbrauch auch vor 
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dieser Zeit folgern. Jedenfalls bildet die eintretende Hypoglvkimie 
einen Wendepunkt im weiteren Krankheitsverlauf. Der Zeitpunkt 
ihres Eintritts ist allerdings von verschiedenen Momenten abhangig 
(friihere Ernahrungszustinde, Infektionsdose, Passage usw.), von da 
ab aber quantitativ verfolgbar, und sogar der Tod des Tieres lat sich 
ungefahr mit einer Genauigkeit von 3 bis 4 Stunden im voraus bestimmen. 
Wir kénnen in solchem Falle, in Ubereinstimmung mit der Doerr- 
Bergerschen Formulierung!, die Lebensdauer noch auf etwa 15 bis 
20 Stunden vom Beginn der Hypoglykamie veranschlagen. Vor diesem 
Wendepunkt fand ich den Blutzucker mit Ausnahme eines einzigen 
Falles normal. Ob in dieser Periode eine Reizhyperglykamie besteht, 
wie bei anderen Infektionen (infolge Sympathicuserregung, Azidose, 
Calcanimie, Hunger) und wie es Schern® fiir die Trypanosomiase 
gleichfalls annimmt, méchte ich vorlaufig unentschieden lassen. Ich 
glaube iibrigens, dab eine etwaige Tendenz zum Anstieg bei den geringen 
Glykogenvorraten der Leber kleiner Tiere (15 bis 20stiindiges Fasten 
inbegriffen) und gleichzeitigem Verbrauch des Blutzuckers seitens der 
an Zahl zunehmenden Trypanosomen es sich kaum manifestieren 
kénnte. Zur Zeit der Hypoglykamie nimmt der Blutzucker proportional 
zur Anzahl der Trypanosomen ab und erreicht Tiefen, welche nicht 
mehr absolut gewertet werden kinnen, aber immerhin ausreichen, um 
den Blutzuckerschwund nachzuweisen. 


Zur Untersuchung, wie es zu dieser Zeit der Hypoglykamie mit 
den Kohlehydratreserven bestellt ist, habe ich einerseits Adrenalin- 
versuche, andererseits direkte Glykogenbestimmungen (Mikro Pfliiger) 
an Leber und Muskelgewebe ausgefiihrt. Auch histologische Priaparate 
nach der Bestschen Glykogenfarbung wurden hergestellt. ; 


Die in Tabelle I] zusammengefaBten Versuche zeigen, dab das 
Adrenalin den Blutzuckergehalt infizierter Tiere im Gegensatz zu den 
normalen nicht zu erhéhen vermag. Greift das Adrenalin an der Leber 
an, wie es allgemein angenommen wird, so mu aus obigem Ergebnis 
geschlossen werden, daB das Glykogendepot der Leber entweder erschépft 
oder in nicht mobilisierbarer Form abgelagert war. 


Letzteres konnte nur durch direkte Glykogenbestimmungen ent- 
schieden werden. Damit aber die Frage nicht offen bleibe, ob der 
scheinbar verschwundene Zucker nicht wo anders aufgestapelt sei, 
habe ich, wie tiblich, auch Muskelglykogenbestimmungen vom Hinter- 
schenkel angeschlossen. Von franzésischer Seite* wurde nimlich in 


1 Siehe FuBnote | auf S. 310. 
2 Schern, diese Zeitschr. 198, 264, 1928. 
3 Siehe FuBnote 1 auf 8S. 311. 
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gefalliger Weise eine insulinartige Wirkung mit Erhéhung des Muske!. 
glykogens angenommen. Das 1laBt sich, wie die Tabelle III zeigi 
zweifellos widerlegen, denn wir finden, wenn auch nur in drei Versuchen 
dasselbe in steter Abnahme begriffen. Dai weder Hunger (Tabelle LV 

noch AderlaB (Tabelle 11) dafiir verantwortlich gemacht werden kénnen 
habe ich an besonders darauf gerichteten Versuchen dargelegt. 


Was nun die Koinzidenz vom Blutzucker- und Leberglykogen. 
schwund anbetrifft, habe ich auch auf histologischem Wege verfolgi 
Es zeigte sich in eindeutiger Weise, dab, obzwar zu Beginn der Hypo 
glykamie Glykogen noch vorhanden, dasselbe viel friiher verschwindet 
als es zu bedeutenderer Hypoglykamie kommt. Histologisch genommen 
ist jedenfalls der Glykogenschwund ein vollkommener, und ich wiirde 
mich hiiten, die geringen Reduktionswerte, welche auf chemischem 
Wege noch zu erhalten sind, auf Glykogen zu beziehen, wie dies von 
anderer Seite getan wurde. 


Fassen wir nun die Leber als einzige zentrale Bildungsstatte des 
endogenen Blutzuckers naher ins Auge, so kann es uns kaum ver- 
wundern, wenn ihre an gewisse vital notwendige und disponible Kohle 
hydratmengen gebundene Tatigkeit allmahlich unterliegt. Der Versuch 
das sich entwickelnde Infektionsbild mit der glykopriven Intoxikation 
in Zusammenhang zu bringen, scheint daher sehr verlockend. Das 
Verhalten der Blutzuckerregulation ware somit zufolge fortschreitender 
Leberschidigung mit jener nach totaler Leberausschaltung im Prinzip 
identisch. Es kommt zu Hypoglykamie, weil die Glykogenvorrate 
verbraucht sind und die Leber infolge funktioneller Drosselung ihrer 
Hauptfunktion, der Zuckerbildung aus zuckerfreiem Material, schon 
zu einer Zeit verlustig gegangen ist, als die anderen Partialfunktionen 
noch erhalten waren. Man kénnte daher aus dem Vergleich des Glykogen- 
vorrates der Ratte, der verhaltnismaBbig nicht gréBer ist als der gréBerer 
Warmbliiter, mit dem Energieumsatz der Ratte, der sich verhaltnis- 
maBig weit gréBer stellt, als der anderer Warmbliiter, mit Leichtigkeit 
berechnen, dab die vorgebildeten Kohlehydratreserven selbst bei ge- 
fiillten Depots bloB 1 bis 2 Stunden ausreichen wiirden, wenn kein 
Nachschub erfolgt. Auch der Umstand, daB sich durch Zuckerzufuhr 
in diesem Stadium nur temporar helfen lé8%t, ware erklarlich?. Un- 
vereinbar ist jedoch die Tatsache, daB durch Germanin (Bayer 205 
wenn es zur rechten Zeit verabfolgt wird, der Blutzucker, allen Aus- 
gleichvorgingen voran, auch ohne Zuckerzufuhr binnen 24 Stunden 
das normale Niveau wieder erreicht. 


1 Unveréffentlichte Versuche von A. Zerkowitz aus hiesigem Institut 
und die wahrend der Korrektur erschienene Arbeit von A. Dubois, C. r. 
de la Soc. de Biol. 99, Nr. 25, 656, 1928. 
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Tabelle V. 





°/9 Blutzucker nach der Heilung 


0 . 
Jo Blutzucker vor der (unter fortdauernden Fasten) 


Heilung mit Bayer 205 
(nach 15stiindigem Fasten) 


Bemerkungen 
12 Std | 20 Std. | 30 Std. | 67 Std 


° Vessinastt 

- “oe Q. ‘ 7} noch! bis 2 Try- 
0,079 (Tryp.-Zahl 18,9 : 1) 0,092" 0,087;) sesh 1Ste 2 Trs 

finden 

* Die Trypano- 

oO . 2¢ somen sind voll+ 
0,068 mers 0,089* kommen vers 
schwunden. 


_.* Noch viele 

0,052 . 14,5:1) 0,063" 0,091%¢, — {|| "xeppesomen. 
‘som 

Der richtige Zeitpunkt bildet allerdings den Angelpunkt der Frage?. 
Denn entweder haben wir anzunehmen, daf sich bis dahin irreversible 
Veranderungen entwickelt haben, oder miissen uns auf den Standpunkt 
stellen, daB das Chemotherapeuticum nicht mehr geniigend Zeit gehabt 
hat, seine Wirkung auszuiiben, obgleich die Ratte noch ungefahr 
7 Stunden am Leben ist. Das ist keineswegs leicht zu entscheiden, 
wenn das pathologisch-histologische Bild dariiber keinen AufschluB 
gibt. Merkwiirdig, aber allgemein bekannt, daB die Leber selbst bei 
enormen Funktionsstérungen nur wenig Charakteristisches im _histo- 
logischen Bilde zeigt, und auch das erst in stark vorgeschrittenen 
Stadien. Auch bei der Trvypanosomiase wurden bloB einfache Hepatitiden 
beschrieben und daher nicht besonders beachtet. Ich suchte deshalb 
im Mitochondrialapparat einen Anhaltspunkt zu finden, wie man dies 
schon 6fters im Zusammenhang mit Zuckerstoffwechselstérungen tat. 
Tatsichlich habe ich nach dem angewandten Verfahren? bereits in 
den anfanglichen Stadien der Hypoglykamie eine tropfige Entmischung 
des Protoplasmas und fortschreitende Auflésung der Mitochondrial- 
kérner beobachtet. Ich bin aber, wie Bang und Sjévall®, zu der Uber- 


1 Nach unseren Erfahrungen kann eine Ratte durch mittlere Dosen 
Germanin (0,25cem einer 1°%igen Lésung) bei einem Blutkérperchen- 
Trypanosomenverhaltnis von 10 bis 12:1 noch sicher, von 9:1 ab aber 
nicht mehr gerettet werden. 

2 Wie allgemein bekannt und wie ich mich selber tiberzeugen konnte, 
werden durch die verschiedenen Methoden nicht die gleichen Gebilde als 
Mitochondrien dargestellt. Bei gleichmaBiger Arbeit an hinreichend kleinen 
Gewebsstiicken bekommt man aber gut vergleichbare Bilder. Bei dieser Arbeit 
wurde Fixation nach Schridde (Formol-Miller; Osmiumsdure), Paraffin- 
einbettung und Farbung mit Heidenhains Eisenhimatoxylin angewandt. 

Fiir die Verfertigung saémtlicher histologischen Praparate bin ich 
Dr. Nikolaus Klein zum besten Danke verpflichtet. 

’ Bang und Sjévall, Zieglers Beitr. z. pathol. Anat. u. z. allgem. Pathol. 
62, 1916. 
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zeugung gelangt, dai es sich dabei nicht um einen Zusammenhang mit 
der Kohlehydratstoffwechselstérung handelt, sondern solange sie nicht 
von Kernalterationen begleitet werden, um reparable Vorgiinge, wie six 
als Vorliufer von Vergiftungen und Intoxikationen zu finden sind 
Dementsprechend lieB sich schon 24 Stunden nach der Ausheilung 
inselférmige Restitution verstreut in der Leber nachweisen, was, im 
Falle der Heilversuch mi®lang, trotz Germanin nie geschah. Diese 
Befunde sind immerhin wegen der subtilen Technik trotz gleichmaBiger 
Arbeit mit jener Vorsicht zu verwerten, welche solchen Untersuchungen 
stets zukommt. Konnte man daher nicht behaupten, das Kriterium 
fiir die Grenze der Heilbarkeit gefunden zu haben, liefert es zweifelsohne 
einen morphologischen Beweis fiir die funktionelle Beteiligung der Leber. 
Diese Ergebnisse lassen sich iibrigens auch nach anderer Richtung zur 
Unterstiitzung des Problems verwerten. 


IV. Eiwei8stoffwechsel der mit Trypanosomen infizierten weifen Ratten. 


Vom speziellen Bedarf an EiweiB seitens der Trypanosomen ist 
uns nur so viel bekannt, daB sie in Gegenwart gewisser Abbauprodukte 
besser gedeihen und sich auch im infizierten Organismus wahrend 
des Hungerns infolge gesteigerten Abbaues rascher vermehren!. Er- 
wahnt sei blob, daB sich in den ilteren Stoffwechseluntersuchungen 
sowohl von Fellmer, bei mit Nagana-Trypanosomen infizierten Ka- 
ninchen, als von Stdhelin, bei der Surraerkrankung eines Foxterriers, 
eine starke ZelleiweiBeinschmelzung ergab.* Aber auch die respi- 
ratorischen Stoffwechselversuche Fenyvessys*® bei Ratten machten es 
von vornherein wahrscheinlich, daB auch das EiweiB an den Stérungen 
beteiligt ist. Es fragt sich bloB, ob wir die Beteiligung als primar oder 
sekundir zu betrachten haben, denn wir wissen ja, daB eine ganze 
Reihe von Verbrennungen und somit der normale Verlauf des Stickstoff- 
wechsels an einen gewissen Kohlehydratbestand gebunden ist. 

Um ein richtiges Bild zu gewinnen, mubte einerseits N- Ausscheidung 
als MaB der EiweiBverbrennung bei gleichmaBiger Kost, andererseits 
N-Verteilung im Blute zur Zeit der Verinderungen untersucht werden. 
Ich konnte dazu teils unveréffentlichte Versuche von L. Pikler, aus 
hiesigem Institut, teils eigene Versuche verwenden. Aus Raumersparnis 
teile ich erstere bloB in Tabellenform, letztere aber samt graphischer 
Abbildung mit. Wo es durch geeignete Abgrenzung der Tagesperioden 
méglich war, wurden die Versuche nach Ausheilung mit Germanin 


fortgesetzt. Natiirlich konnte in diesen Fallen das letzte Stadium nicht 
919. 


‘ Miiller und Simons, Zeitschr. f. Biol. 70, H. 2 


6, 7, 8, 1 
2 Fellmer, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 8, H. 5, 8. 474, 1909; Stdhelin, 
Arch. f. Hyg. 50, 77. 
3 v. Fenyvessy, diese Zeitschr. 178, 289, 1926. 
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G. Scheff : 


Tabelle VIb. 





Eigene Versuche 





Verfahren: Tagliche Harnabgrenzung nach Blasenentleerung. Aufkochen des Urins nach Essiy. 
saure-Ansduerung. Filtration Bereitung einer geeigneten Verdiinnung zur Mikrokjeldahlbestimmu:r 
Das Destillat wurde jodometrisch mit n/100 Arseniger Saure titriert. 


Tageskost: 3g Finfkirchner Trappistenkase + '/, Stiick Wiirfelzucker + Wasser. 


~ Ratte 1 ~ Ratte 2 
Versuchss —— - . isindeeeationgs ~ 
tog Gewicht N Gewicht N Anmerkung 


g mg 
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Abb. 2 Versuchstage 


abgewartet werden, ohne das Leben der Ratte zu gefaihrden. Der Stand 
' des Infektionsprozesses wurde auch hier durch den Trypanosomen- 

gehalt des Blutes gekennzeichnet. 
) Wie ersichtlich, zeigt die Vorperiode hinreichende GleichmaBigkeit, 
um die Abweichungen wahrend der Infektion mit Sicherheit einschitzen 
zu kénnen. Kleinere Spriinge lassen sich zwanglos auf Kompensations- 
erscheinungen zuriickfiihren. Am Anfang der Infektion manifestiert 
sich in mehr oder weniger deutlicher Weise, wie bei anderen Infektionen, 
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eine geringere Einschrinkung in der N-Ausscheidung, um sich dann 
in den letzten 48 Stunden ganz deutlich zu steigern. 

Die erhéhte N-Ausscheidung setzt also friiher ein, als das Ver- 
sagen der Blutzuckerregulation (z. B. in den eigenen Versuchen bereits 
anderthalb Tage vorher), erreicht aber ganz ausgesprochen in der aller- 
letzten Periode die héchsten Werte. Aus den absoluten N-Werten 
8- bis L0stiindiger Fraktionen der letzten 2 Infektionstage geht das 
besonders anschaulich hervor: 


Tabelle VII. 





Ratte 1 Ratte 2 
Verlaufszeit der Infektion: 3,5 Tage Verlaufszeit der Infektion: 4,5 Tage 
Absolute Menge ‘SE =e | Absolute Menge .T 
Einzelperioden | denen Stickstofis inzelperioden denen Stickstoffs 
der letzten zwei im Herne Summe der letzten zwei im Herne Summe 
Infektionstage waihrend dieser (N in mg) | Infektionstage wihrend dieser (N im mg) 
Zeit Zeit 
Std. mg Std. mg 
8 69,4 | 229.8 8 82.0 258,2 
: 83,8 | (26 Std.) ° 89,9 (24 Std.) 
10 76,6 ; 8 86,3 } 318.2 
10 92.3 8 95,7 18,6 
302.4 rs 24 Sta ) 
, 9 (24 Std.) 
8 $4.9 | (26 Std.) 8 136,2 } 
Ss 125,2 Das Tier verendet 2 Stunden nach der letzten 
Das Tier vesunties 3 Stunden nach der letzten Abgrenzung 
grenzung. 





Die am Tage nach der Ausheilung noch erhéhte N-Ausscheidung laBt 
sich wahrscheinlich auf Ausschwemmung retinierter N-Schlacken 
zuriickfiihren, um dann einer reparativen N-Retention Platz zu geben, 
bevor die Normalwerte wieder erreicht werden. 

Auch im Blute spiegelt sich der gesteigerte EiweiSumsatz wieder, 
was besonders im Verhiiltnis vom Proteinstickstoff zum Reststickstoff 


Tabelle VITI. 








Gesamt-N Rest-N Differenz 
Art des Versuchs Nr. des Blutes des Blutes Eiweif-N des Blutes 

g°"lo ge" 0 g°/o 

1 0.0895 = 

2 - 0,0894 - 

3 — 0,0386 

Normale Tiere 4 = 0,0416 " 
* . 5 2.8955 0,0377 2.8578 
6 2.6852 0,9425 83,6427 
7 2.8448 0.0374 2.8074 
8 2.6740 0,0363 2.6377 

| 

9 2.4408 0,0650 2.3758 
Infizierte Tiere 10 | 2.5080 0,0971 2.4109 
| a1 || 23880 0,0780 2'2550 
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zum Ausdruck kommt. Das fallt um so mehr in die Wagschale. als 
eine Nierenerkrankung ausgeschlossen werden konnte?. 

Der Reststickstoff nimmt auf Kosten des Eiweibstickstoffs 
und eine fiir Infektionen allgemein bekannte Hypoproteinimie treffi 
wir an. Es kénnen sich dabei wohl verschiedene Momente beteilige: 
Von solchen kame eine nicht spezifische pramortale Eiweibzersetzung 
in Betracht. Kaum wahrscheinlich, jedoch nicht ganz von der Hand 
zu weisen, wire die Annahme einer histologisch zwar nicht nachweis 
baren, aber funktionell bedingten Verminderung der Nierendurchlassig 
keit. Auch die Verschiebungen in der N-Verteilung parenchymatise: 
Organe ware hier in Erwigung zu ziehen. Jedenfalls kann man aus 
der GréBenordnung der N-Ausscheidung so viel schlieBen, dab dir 
Ersatzmobilisation fiir das Kohlehydratdefizit im Wirtsorganismus 
nicht allein auf Kosten des Eiweibes erfolgt. 


V. Fettstoffwechsel bei der Trypanosomiase. 


In Ermanglung einer geeigneten Mikromethode, konnte diese: 
Teil des Stoffwechsels bei der Ratte nur gestreift werden. Aus der 
einschlagigen Literatur ist bekannt, wie eng der Kohlehydrat- und 
Fettstoffwechsel miteinander verkniipft sind. Es besteht gewissermaben 
ein Antagonismus, welcher aber bei gestérter Stoffwechseltatigkeit 
noch viel deutlicher wird, als normal. Die Leber, von der wir wissen 
daB sie pathologisch ein Depot fiir Fett bildet, steht auch in dieser 
Hinsicht im Mittelpunkt der Erérterungen. 

Der starke Kohlehydratverbrauch, der schlieBlich zu einem Zucker- 
hunger des Organismus fiihrt, setzt notgedrungen einen erhodhten Fett 
umsatz in Bewegung. Das kommt z. B. auch in der allgemeinen Ab 
magerung beim chronischen Infektionsverlauf anderer Tiere zum 
Ausdruck. Diesem Sinne entsprechend, lassen sich die bereits an 
gefiihrten Stoffwechselversuche von Fellmer bei Kaninchen, und von 
Stihelin beim Foxterrier deuten®. Harry Dubbin® konnte zudem beim 


1 Der freundlichen histologischen Uberpriifung der Nieren zweier in 
ultimis getéteter Ratten verdanke ich Prof. B. Entz folgenden Befund: 
,.Bei keiner der beiden wurden entziindliche Verdainderungen gefunden. 
Zellige Infiltration war nirgends nachzuweisen. Bindegewebsbildung war 
gleichfalls nicht zu konstatieren. Das Lumen der Tubuli contorti ist stellen- 
weise von koagulierten Ausscheidungen erfiillt, in denen aber keinerlei 
charakteristische degenerative Produkte zu erkennen sind. Die Epithel- 
zellen sind regelmaBig — ihre Kerne rund, blasig —, das Plasma fein 
gekérnt, wie es in den Epithelzellen zu sein pflegt. Die Glomeruli sind 
intakt, ohne Exsudat, die GefaBknaule mittelbreit. In den Sammelkandlen 
sind auch keinerlei wesentliche Verd&nderungen zu finden. Auf Grund 
dessen bin ich der Ansicht, daB die beiden Nieren gesund sind.“ 

2 Siehe FuBnote 2 auf S. 318. 

® Dubin, Journ. of biol. Chem. 88, 377, 1918. 











re 
ge! 


nung 
land 
veis 
Ssig 
Ose! 
aus 
die 


mus 


esel 
det 
und 
Ben 
keit 
sen 


eser 


ker- 
ett 
Ab- 
num 
an 
von 


eim 


r in 
ind: 
den. 
wal 
len- 
arlei 
he!l- 
fein 
sind 
ilen 
und 








Intermediarer Stoffwechsel der mit Trypanosomen infizierten Ratten. 32: 
mit Trypanosomen infizierten Hunde eine Steigerung des Neutral- 
fettes im Blute im Gegensatz zur Verminderung des Lecithins und 
Cholesterins nachweisen. Auch die Leber der Ratte, welche sich im 
Laufe der Infektion ihres Glykogens entleert hat, zieht scheinbar als 
Krsatz Fett an sich heran. Das Auftreten einer eigentlichen degenerativen 
Verfettung, wie nach hepatotoxischen Giften, konnte zwar histologisch 
mit der Sudanfirbung nicht gefunden werden, aber auffallend ist die 
inselférmige Anhaufung des Fettes in groBben Tropfen, wie sie stellen- 
weise in vorgeschrittenen Infektionsstadien stets anzutreffen ist. Alle 
diese Argumente zugunsten der FettumsatzerhOhung werden aber 
iibertroffen durch den indirekten Beweis, dab der Eiweibstoffwechsel 
allein nicht fiir den gesteigerten Zuckerverbrauch aufkommt. 


Die Versuche von Fenyvessy' haben nimlich seinerzeit ergeben, 
daB parallel zur Zunahme der Trypanosomenzahl im Blute der respi- 
ratorische Stoffwechsel deutlich erhéht ist, der respiratorische 
Quotient (R. Q.) jedoch unverandert bleibt. Ware die Steigerung der 
Kohlehydratverbrennung nicht bereits erwiesen, kOnnte man daraus 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit annehmen, da der Stoffumsatz 
qualitativ nicht vom Normalen abweiche; es sei denn, dai, wie im 
Hungerstoffwechsel, Zuckerbildung aus Fett oder andere stoffliche 
Umwandlungen zwar stattfinden, jedoch nicht in einem Ausmabe, 
daB sie eine Anderung des R. Q. bedingen wiirden. So aber muB eine 
entsprechende Mehrverbrennung der anderen Nahrungsstoffe gleichfalls 
angenommen werden, welche den Anstieg der Kohlehydratverbrennung 
kompensieren. Da, wie wir gesehen haben, die blob um etwa 20 bis 40°, 
erhéhte N-Ausscheidung, auf Eiweibumsatz bezogen, hierzu kaum 
ausreichen diirfte, scheint die Beteiligung des Fettes ein unmittelbares 
Postulat dieser Uberlegungen, welche indirekt auch errechenbar wiiren 


VI. Blutkonzentration. 


Man bedarf der Konzentrationsbestimmungen im Blute einerseits 
zur Erginzung des Stoffhaushaltes, andererseits zur Vermeidung eines 
groben Versuchsfehlers, welcher gewisse Veranderungen nur vor- 
tauschen kinnte. Wie zu erwarten, spielen verschiedene Komponenten 
dabei eine Rolle, die sich in der Regulation gegenseitig beeinflussen. 
Leider erweist sich. streng genommen, von den geiibten Methoden, 
welche bei kleinen Versuchstieren in Betracht kamen, keine hinlanglich 
zur Beurteilung dieser Schwankungen. Die nach verschiedener Richtung 
ausgedehnten Versuche brachten jedoch, wie aus nachfolgender Tabelle 
hervorgeht, interessante Beziehungen zum Vorschein. 


1 ». Fenyvessy, diese Zeitschr. 173, 289, 1926. 
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Einerseits sehen wir zunehmende Anamie in Entwicklung und eine 
diese tibersteigende Verminderung der  Vollbluttrockensubstanz, 
andererseits zeigt sich im Serum eine der Refraktion parallel verlaufende 
geringe Zunahme der Trockensubstanz. Wahlen wir als Mafstab die 
Trockensubstanz des Vollblutes, so kinnten wir eine etwa 13 °,ige Ver- 
diinnung annehmen, die sich allerdings, da die Trockensubstanz auch 
den Trypanosomenkérperbestand (10°) enthalt, auf ungefahr 23°, 
steigert. Diese geringe Verdiinnung kann sicherlich nicht fiir den 
enormen Blutzuckerschwund verantwortlich gemacht werden. Aber 
auch insofern kann von einer eigentlichen Blutverdiinnung nicht die 
Rede sein, als sich im Serum eher eine, wenn auch geringere (etwa 5°) 
Konzentrationszunahme verzeichnen abt. 


Wollen wir zur Erklarung der nicht proportionalen Trocken- 
substanzverminderung weder Volumenschwankungen, noch gesteigerten 
Hamoglobingehalt der roten Blutkérperchen heranziehen, so bleibt 
bloB die Abnahme ihrer Zahl iibrig, was sich auch durch andere Umstande 
(Blutkérperchenzahlung) rechtfertigen laBt. 

Die Reparationen nach Bayer 205, scheinen erst nach 2 bis 3 Tagen 
zu erfolgen, also viel spiter, als das normale Blutzuckerniveau wieder 
erreicht wird. Immerhin miibten weitere Versuche in Gang gesetzt 
werden zur Klarung dieser Fragen, welche auch die viel diskutierten 
Fibrinogenschwankungen und auch den Salzstoffwechsel zu _ beriihren 
hatten. Auffallend ist die starke Zunahme der Gerinnungsfahigkeit des 
Blutes wahrend der Infektion. 


VII. Sauerstoffzehrung der Trypanosomen in der Ratte. 


Verschiedene Beobachtungen wiesen darauf hin, daB der in vitro 
festgestellte O,-Verbrauch der Trypanosomen auch im Wirtstier zur 
Geltung kommen mu. Schon die dunkle Farbe des Rattenblutes im 
Endstadium der Infektion, sowie der meistens unter typischen Suffo- 
kationserscheinungen erfolgende Tod der Ratte legten diesen Gedanken 
nahe. Den im Respirationsversuche gefundenen O,-Mehrverbrauch 
infizierter Tiere hat bereits Fenyvessy als Ausdruck der Atmung der 
Trypanosomen selbst gedeutet!. Um einen direkten Beweis hierfiir zu 
erbringen, habe ich nebst Hamoglobinbestimmung, welche als Kontrolle 
der sich entwickelnden und bereits erwihnten Animie notwendig war, 
nicht nur den wirklichen Sauerstoffgehalt, sondern auch die Sauerstoff- 
kapazitat des gemischten Blutes bestimmt. Letztere Manupulationen 
wurden nach der van Slykeschen Vorschrift? an durch Axtschlag ohne 


1 Siehe FuBnoten 2 und 3 auf 8S. 309. 
2 van Slyke und Neill, Journ. of biol. Chem. 61, 554, 1924. 
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Stauung dekapitierten und unter Paraffin verbluteten Ratten au 
gefiihrt. Ich vermutete namlich, daB, wenn sich eine starkere Aus 
nutzung des Blutsauerstoffs bestatigen wiirde, eine selbst den Grad de: 
Animie iibertreffende Abnahme des Sauerstoffgehalts und daher eine 
starke Divergenz zur Sauerstoffkapazitat sich zeigen miisse. 

Wie aus Tabelle X hervorgeht, war das in der Tat der Fall. Das 
Verhaltnis vom Hamoglobin zur O,-Kapazitat in Kolumne 6 blieb 
trotz Schwankungen im Hamoglobingehalt, welche dem Alter des 
Tieres entsprechend vorkommen, sowohl unter normalen als patho 
logischen Fallen konstant. Wahrend aber der Unterschied zwischen 
O,-Kapazitat und O,-Gehalt (Kolumne 7) bei normalen Tieren ziemlich 
gleichmaBig zwischen 2,44 bis 3,37 liegt, also gering ist, zeigt diese 
Differenz bei den infizierten Tieren weit héhere Werte, bis zu 7,56 
Somit sinkt mit Fortschreiten der Infektion die O,-Sattigung des Blutes 
Es scheint dabei die beobachtete niedrigste O,-Konzentration im Blute 
nahe an die Grenze der Lebensfahigkeit heranzureichen, obwohl bishe: 
noch nichts Naheres dariiber bekannt ist, wieweit der Blutsauerstoff 
gehalt abfallen kann, ohne lebensgefahrliche St6rungen hervorzurufen 

Der Vorgang selbst wire daher etwa so vorzustellen, daB sich 
allmahlich eine besondere Form der inneren Asphyxie entwickelt, welche 
durch iiberstarke Ausnutzung des Blutsauerstoffs durch die im Blute 
kreisenden Trypanosomen zustande kommt. Dieser Umstand wird 
durch Dissoziation des Oxyhimoglobins infolge Verminderung der 
Sauerstoffkonzentration innerhalb der Blutbahn noch _begiinstigt 
Die Oxygenisation des Blutes hingegen wird trotz Hyperventilation 
immer vnvollkommener und wahrscheinlich durch Zirkulations 
anomalien (kompensatorische Beschleunigung infolge Anamie und 
Dyspnoe) noch verschlimmert. Vielleicht spielt in ultimis auch 
Meioxamie, d.h. zufolge Azidose herabgesetzte O,-Bindungsfahigkeit 
des Blutes, eine Rolle. Die O,-Armut stért die innere Atmung der 
Gewebe und fiihrt gleichfalls zu Stoffwechselanomalien und Degene 
rationserscheinungen. Hier verkniipft sich das Bild mit den bereits 
friiher erhobenen histologischen Befunden. Analogien liefern namlich 
den Beweis dafiir, daB bei derartigen Zustanden die parenchymatisen 
Organe, und hier an erster Stelle die durch Glykogenarmut eben ge- 
schwachte Leber, zu allererst leidet. 

Dem Sauerstoffmangel kommt daher zweifellos als wichtigstes 
Lebensbediirfnis eine viel gréBere Bedeutung zu, als allen iibrigen 
Stérungen. Der Organismus reagiert auch daher, trotz Anpassung, 
seinen Schwankungen gegeniiber viel empfindlicher. Nach Germanin 
auBert sich das, sobald es zum Wegfall der kausalen Momente kommt. 
In dem MaBe die Trypanosomen als Ursache der tiberstarken Sauerstoff- 
zehrung behoben sind, nahert sich wieder der O,-Gehalt zur O,-Kapazitat, 
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um dann nach Blutregeneration in 2 bis 3 Tagen die normale Héhe zu 
erreichen. Da scheinbar die anoxybiotische Phase des Stoffabbaues 
keinen Schaden erlitten hat, fiihrt der Ausfall der oxybiotischen Phase 
zur Anhaufung unvolikommener Verbrennungsprodukte im Organismus. 
Die rasche Restitution ist danach an die Wiederkehr der Zelloxydationen 
gebunden, welche zum Ablauf aller Stoffwechselgeschehnisse un- 
umganglich notwendig ist. 


VU. Das Siure-Basengleichgewicht wihrend der Trypanosomeninfektionen. 


Wie bei den meisten Stoffwechselstérungen, war auch bei der 
Trypanosomeninfektion zu erwarten, daB es mit Verinderungen des 
Saure-Basengleichgewichts einhergeht. Es kommt hierbei sowohl 
die gestérte Atmung als das ganze Stoffwechselgeschehen mitsamt 
den aufs engste verkniipften Organfunktionen zum Ausdruck. Man 
hat jedoch damit zu rechnen, daB sich diese Faktoren auch gegen- 
sitzlich beeinflussen kénnen. Wiirde es trotzdem gelingen, die Ab- 
weichungen von der Norm nach einer Richtung hin zu charakterisieren, 
dann miibte es retrospektiv eine Stiitze aller tibrigen Ergebnisse bilden. 
Jedenfalls kann als Tatsache angesehen werden, dai fiir den Ablauf 
vitaler Vorginge im Organismus nicht die rein quantitative Be- 
trachtungsweise des Saure-Basenhaushaltes mafgebend ist. 


Leider wird schon die richtige Beurteilung dieser komplizierten 
Verhaltnisse bei kleinen Versuchstieren durch die Untersuchungs- 
technik gehindert. Da die experimentelle Erfahrung gelehrt hat, dab 
im Blute selbst die aktuelle H-Konzentration und die Bestimmung 
der Pufferkonzentration allein das Saure-Basengleichgewicht nicht zu 
definieren vermag, liefert von den in Betracht kommenden Einzel- 
methoden die Alkalireserve nach van Slyke die brauchbarsten Resultate '. 
Zur Kontrolle der Atmungsregulation miiBte auch wohl stets die alveolare 
Kohlensauretension ermittelt werden, was aber bei der Ratte bisher 
noch nicht méglich war. Daraus ergibt sich auch der Fehler, daB ich 
eigene Alveolarluft zur Sattigung benutzte, anstatt der Kohlensaure- 
spannung des Arterienpunktes der normalen Ratte, doch schien mir 
das Verfahren durch die gute Ubereinstimmung mit dem gleichzeitig 
unter strengen Kautelen mitbestimmten effektiven Kohlensauregehalt 
gerechtfertigt. Die Verainderungen wahrend der Infektion konnten 
daher zur Beurteiluag der Lungenventilation herangezogen werden. 


1 Das durch Dekapitation gewonnene und unter Paraffin gesammelte 
Vollblut wurde durch Novirudin an der Gerinnung verhindert. Ausfiihrung 
der Versuche nach der Originalvorschrift (van Slyke und Neill, Journ. of 
biol. Chem. 61, 543, 551, 1924), unter Beriicksichtigung der neueren Faktoren 


bei der Kalkulation (van Slyke und Sendréy jun., ebendaselbst 73, 127, 1927). 
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Die kolorimetrischen py-Bestimmungen im Serum lieBen sich dagegen 
wegen der bereits aus der Literatur bekannten zu groben Norma! 


schwankungen (py 7,2 bis 7.4) bei der Ratte nur mit Vorsicht verwerten 


Tabelle XI. 





Die zum = Zahl der | Volibluts COnGehelt 


Versuch Tey : Pp 
ema of Nr. verwendete ——- — des Voll- = Bemerkungen 
: Zahl von Blute blutes Serums 


Ratten Vol.s®!y Vol. 


57,67 — 
_ 56,73 — 
55,94 _ 7.40 
59,05 -- — 
save 56,90 7,35 
- 60,17 56,98 7,30 

-— 58,59 58,43 

~ 58,29 _— 

I 83: 
Il. 6,6: 


Normale 
Tiere 


Co DOC wre 
ed 


bo 


39.51 33,30 A5 Starke Dyspnoe! 


| Il. 6.0: 
Il. 7,8: 
lim. 65: 
I. 83: 


| I. 68: 


1 
1 
1 
1 ‘44,59 41,07(?) 
1 
1 
Infizierte : 1 
Il. 96:1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


4342 — 


wo 


- 40.13 39.66 
iere lm 56: 

(| L 7: 

IL. 10.0: 

| 111. 10.0: 

I 43: 

Il. 63: 

1 I. 59: 


_- 33,36 7.13  Beidein ultimis! 
38.34 — —_ In ultimis! 


| 
| 42.78 42,47 





An fiinf normalen Raiten wurden gesondert pg-Bestimmungen im 
Serum vorgenommen, und zwar: pg = 7,4, 7,3, 7,4, 7,2, 7,4. Die in 
dieser Tabelle enthaltenen pg-Bestimmungen verdanke ich der Liebens- 
wiirdigkeit von Dr. L. Reiner. 


Als Ergebnis konnte eindeutig eine starke Abnahme der Alkali- 
reserve und ein damit Parallelgehen der direkten Kohlensaiurewerte 
beobachtet werden. Wir kénnen in Anbetracht dessen, dab die zu- 
gehérigen py-Werte innerhalb normaler Breiten schwanken, eine 
kompensierte Azidose annehmen. Ein Vergleich mit anderen Infektionen 
und die vorhin beschriebenen Stoffwechselstérungen selbst lieBen 
zweifellos diesen Zustand erwarten. In starker vorgeschrittenen 
Infektionsstadien hingegen kommt es infolge Dyspnoe stets zur Hyper- 
ventilation. Diese auBert sich einerseits als Kohlensauredefizit, anderer- 
seits als plétzliche Umkehr der Blutreaktion von azidotischer Tendenz 
zur alkalischen Seite (pq tiber 7,4, wie in Versuch 9). Dadurch kénnte 
das wahre Bild fast verschleiert werden. Die fixen, nichtflichtigen 
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Sauren, welche sich im Gewebe bilden und anhaufen, kénnen den viel 
friher einsetzenden Kohlensaiureverlust nur allmahlich  iiber- 
kompensieren. Vorliegende Verhialtnisse sind ahnlich jenen, welche 
die viel umstrittene Frage des Saure-Basengleichgewichts bei O,-Mangel 
\noxemie) betreffen. Auch hier wie dort kommt es, sobald der Sauer 
stoffmangel bemerkbar wird, zuerst zu einer Hyperventilationsalkalose, 
um dann endgiiltig einer Azidose Platz zu geben, welche zuletzt sogar 
im Abfall des Blut-py zu Ausdruck kommen kann (Versuch 14). Die 
Schwierigkeit der richtigen Beurteilung liegt aber darin verborgen, 
daB sich die verschiedenen, zurzeit der Verblutung des Versuchstieres 
wirksamen Faktoren am Endzustand in einem in Vorhinein nicht be- 
stimmbaren Mabe beteiligen, und daB fortlaufende Untersuchungen 
nicht mdglich sind. 


Uber die Natur der sich im Laufe der Infektion bildenden fixen 
Siuren kann ich vorlaufig noch nichts Naheres aussagen. 


IX. Zusammenfassung. 


Das sich zur Erklarung der experimentellen Trypanosomen- 
infektion stets haufende Tatsachenmaterial stiitzt zweifellos die Auf- 
fassung, daB der seit alther tibernommenen Toxinwirkung gegeniiber 
den parasitiren Stoffwechselstérungen eine Uberlegenheit zukommt. 
Die Beweisfiihrung, welche die Giftproduktion der Trypanosomen 
entkraftet, zu wiederholen, schien mir nach Fenyvessys Auslegungen 
iiberfliissig. Es fragt sich blob, ob nach alldem, was bisher bekannt 
ist, das Gesamtbild pathogenetisch richtig und wiederspruchslos rekon- 
struierbar ist. 


‘ 

Wir finden, da8B strenge Unterscheidung zwischen primiren und 
sekundiren Erscheinungen fiir den Ausgang der Infektion bei der 
Ratte prinzipiell wichtig ist. Die Trypanosomen entziehen primar 
dem Organismus als Blutparasiten Kohlehydrate und Sauerstoff 
(eventuell auch andere Stoffe). Solange der Nachschub fiir erstere 
vollwertig ist und den Anforderungen entsprechen kann, sind keinerlei 
Stérungen bemerkbar. Sobald aber die Leber als regulatorisches Zentral- 
organ infolge funktioneller Uberlastung sekundar geschiidigt, ihre 
Reserven verbraucht und die Umbildung zuckerfreien Materials (haupt- 
sichlich Fett) unterlegen ist, kommt es zur Hypoglykamie. Der gleich- 
zeitig, aber weniger stark gestérte EiweiBstoffwechsel kann sowohl auf 
die Beteiligung der Trypanosomen, als auf sekundare Disfunktion der 
Leber bezogen werden. Im R. Q. bei den Stoffwechseluntersuchungen, 
welche aus methodischen Griinden nicht bis ans Lebensende der Ratte 
ausgedehnt werden konnten, kommen die Veranderungen trotz Er- 
héhung des Energiewechsels deshalb nicht pragnanter zum Ausdruck, 





330 G. Scheff: Intermed. Stoffwechsel d.m.Trypanosomen infizierten Ratt 


weil sich beim hungernden Tiere die erhéhte Kohlehydratverbrennung 
auf Kosten des Fettes vollzieht und dadurch kompensiert wird. 

Unterdessen wird mit Zunahme der Trypanosomen im Blute der 
Blutkérperchenuntergang immer gréBer. Die Sauerstoffzehrung der 
Trypanosomen und die Animie erginzen sich insofern, als dadurch 
die Sauerstoffversorgung leidet. Es entwickelt sich gegen Ende der 
Infektion eine bisher noch nicht beschriebene Form einer inneren 
Asphyxie, welche schlieBlich fiir das Leben der Ratte verhiangnisvo]! 
wird. Sowohl die Stoffwechselstérungen als die Asphyxie haben 
Azidose zur Folge, welche, wie bekannt, auch zur Abnahme der 
Reaktionsfahigkeit des Organismus beitriagt. 

Es kommen allmahlich irreversible Veranderungen im Regulations 
system zustande, welche dann unaufhaltsam den Tod der Ratte herbei- 
fiihren. Wenn das morphologische Bild auch in keinem Verhiltnis 
zur Schwere des Ausganges gefunden wird, steht das nicht im Wider 
spruch, denn zu ihrer Entwicklung reicht wohl die kurze Dauer von 


einigen Stunden kaum aus. 

Der chemotherapeutische Erfolg scheint daher daran gebunden 
zu sein, wieweit die Vorgange vorgeschritten sind. Die RegelmaBigkeit 
mit welcher sich der Infektionsverlauf stets wiederholt, machen es 
zweifellos, da8 die Intensitaét der St6rungen unmittelbar mit der Zah| 
der Trypanosomen zusammenhangt. Andererseits ist es wahrscheinlich 


daB eine gewisse Anzahl von Trypanosomen dazu nétig ist, um im 
Wirtstier die beobachteten Verainderungen hervorzurufen. Diese Deu- 
tung ist natiirlich nur dann gerechtfertigt, wenn die Toxinwirkung 
weiterhin auszuschlieSen bleibt, was anzunehmen, wir jeden Grund 
haben. 

Ob beim chronischen Infektionsverlauf anderer Tiere (z. B. Meer- 
schweinchen) mit periodisch erscheinenden und _ verschwindenden 
Parasiten ahnliche Verhaltnisse vorliegen oder nicht, werden weitere 
Versuche entscheiden. Als Erginzung wird auch die Beteiligung der 
innersekretorischen Driisen und des retikuloendothelialen Apparates 
in Erwagung gezogen werden miissen. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung des ungar. naturwissen 
schaftl. Landesfonds ausgefiihrt. 
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Beitrige zur Kolloidehemie der Himoglobine. II. 


Von 
Br. Jirgensons. 


(Aus dem dispersoidologischen Laboratorium der lettlindischen Universitat 
in Riga.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1928.) 


1. Versuche mit nativem Oxyhimoglobin. 


In den friiher veréffentlichten Versuchen' wurde das kaufliche 
E. Mercksche Haimoglobin verwendet, das aus Oxy- und Methaimoglobin 
besteht. Es war nun wiinschenswert, auch einige Versuche mit nativem 
Oxyhamoglobin auszufihren. 


Die im folgenden verwendeten Oxyhéimoglobinlésungen wurden ohne 
Zusatz von organischen Stoffen (C,H,OH, Ather u. a.) oder mehr oder 
weniger denaturierend wirkender chemischer Reagenzien hergestellt. 
Defibriniertes Rinderblut wurde durch Zentrifugieren vom Serum befreit, 
die abzentrifugierten Blutkérperchen auf der Zentrifuge mit isotonischer 
NaCl-Lésung mehrmals gewaschen und dann dialysiert, Die Dialyse wurde 
in einem Kollodiumsaéckchen 2 Tage gegen eisgekiihltes Leitungswasser 
und ebensolange gegen ebenso gekiihites destilliertes Wasser vorgenommen. 
Inzwischen wurden die Blutkérperchen vollstaéndig hamolysiert. Man 
konnte auch eine starke Verdiinnung (auf Grund der Osmose) der dialysierten 
Lésung beobachten. Die so bereitete Hamoglobinlésung wurde nun durch 
Zentrifugieren von dem Stroma befreit und so in den folgenden Versuchen 
verwendet. 

Die Lésung zeigt das gewéhnliche Spektrum des Oxyhimoglobins. 
In einer Verdiinnung 1: 30 kann man zwei dunkle, bei 530 bis 550 wu 
(Maximum 542) und 570 bis 583 wu (Maximum bei 578 wp) liegende Ab- 
sorptionsbanden beobachten. Bei zunehmender Konzentration werden 
die Banden breiter und dunkler und flieBen fast zusammen. Durch Ein- 
wirkung von einer K,Fe(CN),-Lésung tritt die charakteristische Methimo- 
globinbande (Maximum bei 635 wu) hinzu. Kleine Mengen von (NH,),5 
verwandeln das Oxyhaimoglobinspektrum in das Spektrum des reduzierten 
Hiamoglobins; in Gegenwart von gréBeren Mengen (NH,),8 konnte man 
dagegen das Spektrum des Himochromogens beobachten. Die Konzentration 


1 Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 194, 140, 1928. 
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Br. Jirgensons: 





der nicht verdiinnten Oxyhaémoglobinlésung war 8,96 g Substanz in 100 cerm 
Lésung (Trockenriickstand bei 105 bis 110°). Die Viskositaét der zehnfa« 


verdiinnten Lésung bei 25° war 1,056 (nq, 0 1,000). Die folgenden 
Versuche wurden in einer Zeit von 2 Wochen ausgefiihrt. Wahrend dieser 
Zeit wurde die Lésung an einem kiihlen Orte bei etwa + 1 bis + 5° & 


halten. Spektroskopisch und auch in bezug auf die Koagulation konnt 
man keine Anderungen der Eigenschaften dieser Lésung innerhalb dieser 
Zeitperiode beobachten. Nur nach etwa 2 Monaten waren einige Ver- 
anderungen im Spektrum zu sehen, und zwar das Auftreten des Methéimo- 
globinstreifens (Maximum bei etwa 635 uz). 

In bezug auf die Elektrolytkoagulation war das Oxyhimoglobinso| 
sehr bestandig. Von Salzen wurden verwendet: K,SO,, KCl, K-Citrat 
CaCl,, SrCl,, MgCl,. Auch wenn die genannten Salze in konzentrierten 
Lisungen verwendet wurden, konnte doch keine Verminderung des 
Dispersitatsgrades (Flockung oder Triibung) beobachtet werden. 

In den drei folgenden Tabellen sind nun die Anderungen der spektro 
skopischen und einige kolloidchemischen Eigenschaften des Oxyhimo- 
globins in Gegenwart von organischen Stoffen und organischen Stoffen 

MgCl, zu ersehen. AuBer den Absorptionsbanden wurde auch dir 
diffuse ,,Ausléschungs‘“‘- oder ,,Absorptionsgrenze‘ bestimmt. Die Lage 
dieser Ausléschungsgrenze (gegen das violette Ende des Spektrums) steht 
in direkter Beziehung zum Koagulationsgrad (bei konstanter Konzentration, 
Spaltbreite, Schichtdicke und anderen Bedingungen) : mit steigender Triibung 
wandert die Grenze nach Rot. Die Ausléschungsgrenze reiner 1: 30 ver- 
diinnter Oxyhimoglobinlésung lag bei 460 uy. 

Die spektroskopischen Beobachtungen wurden mit einem C. Zeissschen 
Spektroskop a vision directe (kleine Dispersion) mit Skala ausgefiihrt. 
Die Koagulationsgemische wurden ebenso wie in den friiheren Versuchen 
(l. ce.) zusammengesetzt. 

Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB das verwendete Oxyhamoglobin 
in bezug auf die Koagulation mit kapillaraktiven organischen Stoffen 
relativ empfindlich ist. Besonders aus Tabelle II sieht man, dab die 
Flockungsfahigkeit der Alkohole mit deren Molekulargewicht zunimmt 
Dasselbe gilt auch von den spektralen Verainderungen: I[sobutylalkohol 
und Amylalkohol verandern das Spektrum starker als C,H,OH oder 
C,H,OH. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den fritheren (1. c.), so 
sieht man, da natives Oxyhamoglobin sich chemisch (vom Spektrum 
beurteilt) bestandiger erweist, dagegen kolloidchemisch (Koagulation) 
etwas empfindlicher gegen kapillaraktive organische Stoffe (nicht aber 
gegen Salze) ist als das £2. Mercksche (bei der Gewinnung schon etwas 
denaturierte) Oxy- +- Methamoglobin. 


Die Salze allein (ohne organischen Stoff) haben keinen sichtbaren 
EinfluB8 auch auf das Spektrum des Oxyhimoglobins. Auch grobe 
Mengen z. B. C,H,OH oder C,H,OH verandern nicht merklich dessen 
Spektrum. Doch in Gegenwart von Salz und Alkohol kommen starke 
Veranderungen zustande: die Banden werden zerflieBend und verschieben 
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Il. 


Kolloidchemie der Haémoglobine. 
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Kolloidchemie der Hamoglobine. IT. 335 
sich nach Violett hin. Man bekommt das Spektrum des Kathaimoglobins'. 
Bei relativ kleinen MgCl,- und Alkoholkonzentrationen kann man dann 
mehr oder weniger vollstandige Koagulation beobachten; sind dagegen 
die Konzentrationen der beiden Komponenten sehr gro, so kommt 
keine Koagulation zustande (s. besonders Tabelle ITT). 

Athylenglykol und Glycerin wirken schwacher als kapillaraktive 
Stoffe. Nur in Gegenwart von groben Mengen MgCl, kann man nach 
lingerer Zeit das Auftreten des Methimoglobinstreifens feststellen 
Tabelle I). Allgemein konnte man beobachten: 1. als erste Verinderung 
las Auftreten des Methimoglobinbandes, dann 2. Ubergang des Oxy- 

Methamoglobinspektrums in das des Kathimoglobins und 3. (bei 
noch stirkerem Einwirken) das Auftreten eines neuen Streifens bei 


595 bis 620 pun. 


2. Die Koagulation des nativen Oxyhimoglobins bei erhéhten Temperaturen 
in Gegenwart von organischen Stoffen und Salzen. 


Die Reagenzglaser mit den Koagulationsgemischen wurden in ein 
Becherglas mit Wasser gestellt und die Temperatur des Wassers durch 
Erwairmung erhéht, und zwar so, daB in 5 Minuten eine Erhéhung um 


10° stattfindet. 

Es wurde festgestellt, daB das 1:30 verdiinnte Oxyhimoglobin bei 
70 bis 75° koagulierte. Dabei konnte man bei etwa 70° das Auftreten des 
Methamoglobinbandes sehen. In Gegenwart von Salzen liegt die Flockungs- 
temperatur bedeutend niedriger. 

Kapillaraktive Stoffe in Abwesenheit von MgCl, den Koagulations- 
punkt bedeutend erniedrigen. Die Triibung tnd Flockung beginnt in 
diesem Falle schon bei 40 bis 50°, wobei in Gegenwart von CH,OH man 
das Auftreten des Methaimoglobinstreifens und beim C,H,QH das Auf- 
treten des Kathaimoglobinspektrums beobachten kann. Kapillarinaktive 
organische Stoffe in Abwesenheit von MgCl, haben keinen merklichen 
FinfluB auf die Koagulation und Spektrum des Hamoglobins. 
organischer Stoff dagegen wurden andere 


In Gegenwart von MgCl, 
in manchen Fallen 


GesetzmaBigkeiten festgestellt. Die Flockung wird 
(z. B. in Gegenwart von C,H,OH oder C,H;OH) betrachtlich gehemmt, 
in anderen dagegen (z. B. CH,QH oder Methylmethan) etwas beschleunigt. 
Bei kapillarinaktiven Stoffen und CH,OQH wurde das Auftreten des Met- 
himoglobinbandes schon bei etwas niedrigeren Temperaturen beobachtet. 
Insbesondere dort, wo die Umwandlungen in Kathamoglobin stattfinden, 
wurde bei erhéhter Temperatur eine tiefgehende Verdinderung des ganzen 
Spektrums bemerkt, die auch mit Farbenwechsel des Gemisches ver- 


1 T. Maximum bei 564 bis 565 wu, IL. Maximum bei 529 bis 530 wu. 
Bei den hier genommenen 
zwei Streifen: I. bei 560 bis 575 wu und 520 bis 548 wu. (S. auch O. Schumm, 
Spektrochemische Analyse 1927, 8.91.) Die Maxima der Kathéimoglobin- 
banden wurden mit einem Spektroskop mit groBer Dispersion bestimmt. 


Konzentrationen sieht man im Spektroskop 
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bunden ist: die Banden in Gelbgriin und Griin verschwinden allmahlic| 
und gleichzeitig entsteht eine neue Bande im Rot bei 595 bis 630 wu: 
die Farbe geht dabei von Rotbraun in Griinlichbraun iiber. Es sind das fas: 
dieselben Veriinderungen, die in Gegenwart von C,H,OH oder C,;H,,OH 
(methylalkoholische Lésung) und MgCl, bei Zimmertemperatur beobachtet 
wurden (Tabelle IT). Man kann annehmen, daB die Bande 595 bis 630, die bei 
derselben Konzentration, Schichtdicke usw. in vielfacher Art festgeste!!t 
wurde (595 bis 605 wu, 600 bis 615 uu, 595 bis 620 wu und andere), einigen 
Modifikationen des Hamatins entspricht. Vor allem muB man besonders 
hervorheben, da8 die Bande nichts mit dem Methamoglobinstreifen zu 
tun hat. Z. B. im Falle der kapillarinaktiven organischen Stoffe + Mg‘ 
wurde bei 50° das Auftreten des Methimoglobinbandes beobachtet. Erhoéht 
man die Temperatur noch mehr, so beginnt die Methimoglobinbande 
wieder zu verschwinden. In manchen Fallen wurde dabei als Zwischenstuf 
noch das Kathamoglobinspektrum gesehen und nur dann, z. B. im Falk 
des Athlyenglykols, tritt bei 70° eine neue Bande bei 600 bis 615 avy aut 


Aus diesen mehr von kolloidchemischen Gesichtspunkten aus. 


gefiihrten Versuchen mit nativem Oxyhamoglobin, sowie LE. Merckschem 


Hamoglobin (|. c.) kann man zusammenfassend folgendes sagen: 


Die Einwirkungsfahigkeit organischer Stoffe auf die kolloidchemische 
Stabilitét und auf die Spektren der Haimoglobine steht in einer direkten 
Beziehung zu der Kapillaraktivitét der organischen Stoffe. Salze, wie 
MgCl,, NaCl, KCl und andere allein haben keinen EinfluB auf die Spektren 
der Haémoglobine. In bezug auf die Koagulation sind sie dagegen ver 
schieden wirksam, wobei die Wirkung von dem Denaturierungsgrad des 
Hamoglobins in Abhangigkeit steht. Die kolloidchemische Stabilitét gegen 
Flockung kann sehr verschieden sein: das native Oxyhéimoglobin ist salz 
bestandig, laBt sich aber mit gréBeren Alkoholmengen ausflocken, ahnlich 
wie Albumin. Die mehr denaturierten Hamoglobine sind dagegen alkohol- 
bestandig; die alkoholisch-wisserigen Lésungen derselben sind dagegen 
sehr empfindlich gegen kleine Salzmengen. 

Wiarme hat im allgemeinen denselben EinfluB wie kapillaraktive 
organische Stoffe. Die GesetzmaBigkeiten sind jedoch nicht einfach. Unter 
Einwirkung verschiedener Agenzien geht das native Oxyhaémoglobin zuerst 
in Methamoglobin iiber, dann in Kathaimoglobin und zersetzt sich dann 
weiter in Hamatin und Globin. Sehr-interessant scheint die wenig unter- 
suchte Kathaimoglobinmodifikation zu sein’. Es laBt sich leicht vom 
Merckschen Hamoglobin mit Hilfe von Alkohol oder anderen organischen 
Stoffen herstellen. Die alkoholisch-wasserigen Lésungen dieser Hamoglobin- 
modifikation sind nun sehr empfindlich gegen kleine Salzmengen, die 
eine Flockung hervorrufen. Werden die Salzkonzentrationen gréBer, so 
kann man bei einer bestimmten Konzentration eine Flockungsverlang- 
samung und schlieBlich — bei noch héherer Salzkonzentration — keine 
Koagulation mehr beobachten. Die kolloidchemische Stabilitaét ist hier 
ganz unabhangig von den chemischen Eigenschaften des Hamoglobins: 


1 V. Arnold, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 79, 1899; K. H. L. 
van Klaveren, ebendaselbst 83, 293, 1901; F. Haurowitz, ebendaselbst 
187, 62, 1924. 
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die sensibilisierten und stabilisierten Gemische haben dasselbe Spektrum. 
Yon einem anderen Gesichtspunkt aus kann man hier von einer eigen- 
artigen Léslichkeit des Kathamoglobins in salzhaltigen Alkohol-Wasser- 

mischen sprechen. Diese Léslichkeit wurde als charakteristisch fiir das 
Kathamoglobin bezeichnet. Man mu8 hier bemerken, da®B auch andere 
Hamoglobine sich in salzhaltigen Alkohol-Wassergemischen lésen, wobei 
sie jedoch gleichzeitig in Kathaémoglobin verwandelt werden (s. auch 
Tabelle ITT). 

Diese charakteristische Léslichkeit, oder die spezifische kolloid- 
chemische stabilisierende Wirkung der organischen Stoffe und Salze 
muB man als merkwiirdig bezeichnen. Jedoch ist es nicht mehr zu 
bezweifeln, daB wir es hier mit einem kolloidchemischen Vorgang zu 
tun haben. Fiir die Klarung der Frage ist es von Wichtigkeit, dab 
ebensolche FlockungsgesetzmaBigkeiten auch bei der Koagulation andere 
Sole mit organischen Stoffen und Salzen beobachtet werden'. Z. B. 
0.5 °%Ciges Eieralbumin oder Casein wird in Gegenwart von etwa 0,3 Mol 
CaCl, im Liter von gréBeren Mengen C,;H,OH (40 bis 70 Vol.-°,) 
stabilisiert. GroBe Mengen kapillaraktiver organischer Stoffe ermdglichen 
also die peptisierende Wirkung der Salze. 


Zusammenfassung. 
1. Die verwendeten Salze allein haben keinen EinfluB auf die 
kolloidchemische Stabilitat und das Spektrum des Oxyhimoglobins 


2. Die Flockungsfihigkeit organischer Stoffe steht in direkter 


Beziehung zu deren Kapillaraktivitat. Dasselbe gilt auch in bezug auf 
die spektralen Veranderungen. 


3. In Gegenwart von kapillaraktiven organischen Stoffen und 
Salzen kommen die betreffenden Umwandlungen meistens leichter 
zustande als mit organischen Stoffen allein. Sind die Konzentrationen 
der Salze und der organischen Stoffe sehr hoch, so kann man bei einigen 
von ihnen (bei den kapillaraktiven, die auch kleine Dielektrizitats- 
konstante haben) z. B. bei Isopropylalkohol, die Stabilisation gegen 
Flockung beobachten. Die Stabilisation wurde stets nur bei dem aus 
dem Oxyhamoglobin gebildeten Kathamoglobin gefunden. 

4. Kapillarinaktive organische Stoffe flocken auch in Gegenwart 
von Salzen das Oxyhimoglobin nicht aus. Spektroskopisch wurde nur 
die Methamoglobinbildung bemerkt. 

5. In der Hitze kommt die Flockung leichter zustande. Salze und 
kapillaraktive organische Stoffe erniedrigen den Flockungspunkt. Nur in 
einigen Fallen der Anwendung von organischem Stoff + Salz sind die 
Gemische auch in der Hitze stabil. In diesen Fallen haben wir in der Lésung 
die Umwandlungsprodukte des Oxyhaimoglobins. 


Kapillarinaktive organische Stoffe sind auch in der Hitze inaktiv. 


1 Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 195, 134, 1928. 


Biochemische Zeitschrift Band 200. 
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6. In der Hitze kommen auch die spektroskopischen Veranderung 
leichter zustande als bei Zimmertemperatur, insbesondere bei Anwendu 
von kapillaraktiven organischen Stoffen und Salzen. Im allgemeinen g 
die Umwandlung in folgender Reihenfolge vor sich: Oxyhamoglob 
Methaimoglobin, Kathimoglobin, Hamatin (und Globin). 

7. Die charakteristische Léslichkeit des Kathimoglobins in sal 
haltigen Alkohol-Wassergemischen, bzw. die Stabilisation mit grof 
Mengen z. B. C,H,OH und MgCl, kann man kolloidchemisch erklire 
Bei hohen Salz- und Alkoholkonzentrationen wirken die Salze pept 
sierend. Solche Stabilisationsvorginge sind vom Verfasser auch bh 
anderen stark solvatisierten Solen festgestellt worden. 
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Eine praktische Waschflasche 
fiir die Gaskettenmessung und andere Anwendungen. 


Ve ym 
IL. Schreus. 


(Aus der Hautklinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Aggregaten von hintereinandergeschalteten Waschflaschen ist das 
Wechseln der Waschfliissigkeiten einer oder mehrerer Flaschen stets zeit- 
raubend wegen der Lésung der Verbindungen und der nachher oft not- 
wendig werdenden langen Durchstrémungs- 
zeit. Besonders bei der Gaskettenmessung 
tritt dieser Ubelstand am haufigsten bei der 
Kaliumpermanganatflasche hervor, zumal 
diese im Anfang der Kette steht und haufig 
neu gefiillt werden muB. 

Die im folgenden abgebildete und be- 
schriebene Waschflasche gestattet den Wechsel 
der Fliissigkeit in wenigen Minuten, ohne 
daB8 Luft in die Flasche eindringt oder Ver- 
bindungen gelést werden miissen. Die Flasche 
besteht aus einem U-férmig gebogenen Glas- 
rohr, das mit den nétigen Ausbuchtungen 
zur Aufnahme (a) bzw. Verhiitung des Uber- 
spritzens oder Riicksteigens (b) der Wasch- 
fliissigkeit versehen ist. Am tiefsten Punkt 
ist eine Ableitung mit Dreiwegehahn an- 
geblasen, der je nach Stellung entweder 
voéllig abschlieBt (Gebrauchsstellung 1), die 
Fliissigkeit abflieBen 148t (Stellung 2) oder 
aber Nachfiillen durch Trichter gestattet (Stellung 3). Je nach dem in der 
Flasche herrschenden Druck ist die Héhe dieses Trichters zu bemessen. 

Da sich meines Wissens eine solehe Flasche bisher nicht auf dem Markte 
befindet, erscheint mir ihre Beschreibung gerechtfertigt. Im praktischen 
Betrieb hat sie sich auBerordentlich bewahrt. 





Abb. 1 











Untersuchungen iiber in-vitro-Atmung an Beriberi-Tauben. 


Von 
Margret Gugler. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 24, Juli 1928.) 


Einleitung. 

Uber die in-vitro-Atmung der Gewebe beriberikranker Tiere liegen 
zahlreiche Untersuchungen vor. 

Ubereinstimmend fanden Abderhalden', Hess? und einige andere 
Autoren (Anderson «nd Kulp, 1922; Gulick, 1922 und 1924; Shinoda, 1924) 
eine Verminderung des Atmungsvermégens gegeniiber den entsprechenden 
Gesundgeweben. Dabei bestehen allerdings erhebliche Unterschiede in 
den Atmungswerten der Gewebe verschiedener Tiere im allgemeinen, in 
bezug auf den Grad der Atmungsverminderung bei Beriberi im speziellen. 
Einige Autoren bestreiten tiberhaupt jede Differenz in der AtmungsgréBe, 
so Roche und in neuerer Zeit auch Drummond und Marrion*®, sowie 
Vasarhelyi*. 

Da kein Anla®i vorliegt, die Richtigkeit der Beobachtungen der 
verschiedenen Autoren in Zweifel zu ziehen, mu wohl irgend ein 
methodischer Grund fiir diese betrachtlichen Differenzen in den Re- 
sultaten vorhanden sein. In dieser Richtung bestehen mannigfache 
Moglichkeiten. Wir werden im folgenden kurz alle die Faktoren auf- 
zihlen, die uns in bezug auf eine Beeinflussung der Resultate wichtig 
erscheinen: 

1. Tiermaterial. In Betracht kommen Alter, Abstammung und Rasse 
der Tauben. Nesttauben und junge Tiere weisen ein geringeres Atmungs- 
vermégen auf. Auch die Jahreszeit spielt vielleicht eine Rolle. 

2. Behandlung der Tiere vor dem Versuch. Spezielles Regime, mit 
welchem die Avitaminose erzeugt worden ist. Es ist zu beachten, dali 
die Beriberitiere gegen den SchluB sehr wenig Nahrung zu sich nehmen. 


1 Abderhalden, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 182, 1920; 185, 1920; 
IS7, 1921. 

2 W. R. Hess, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 117, 1920; Hess 
und Messerli, ebendaselbst 119, 1922; 

* Drummond und Marrion, Biochemical Journ. oct. London, 1926. 

* Vasarhelyi, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 212, 284, 1926. 
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Dies beeinfluBt den Glykogengehalt ihrer Muskeln, was unter Umstéanden 
fiir den Sauerstoffverbrauch der in-vitro-atmenden Gewebe von Bedeutung 
sein kann. 

Um die Gesundtiere in dieser Beziehung fiir einen Vergleich geeignet 
zu machen, wire es nétig, sie vor der Verwendung zum Versuch ebenfalls 
einige Zeit hungern zu lassen. 

Ebenfalls von EinfluB8 auf den Glykogengehalt der Muskeln ist das 
motorische Verhalten der Tiere. In dieser Beziehung kénnte also der Grébe 
der Kafige eine Bedeutung zukommen und dem Umstand, ob die Tiere 
bei Tageslicht oder mehr im Dunkeln gehalten sind. 


3. Zeitpunkt, in dem die Tiere zur Untersuchung gelangen. Es kann 
vielleicht einen Unterschied ausmachen, ob man ein Tier gleich nach den 
ersten Krankheitserscheinungen tétet und sein Gewebe testet oder erst 
nach einem iiber lingere Zeit protrahierten Avitaminosezustand. Denn 
es ist wohl anzunehmen, da®B die Verminderung des Atmungsvermdégens 
der Gewebe um so gréBer wird, je linger das Versuchstier unter vitamin 
freier Nahrung zu leben gezwungen war. 

4. Behandlung des getéteten Tieres vor der Gewebsentnahme. Man 
kann das Tier einfach durch die Carotis ausbluten lassen oder an das Aus- 
bluten noch eine Durchspiilung mit eisgekiihlter Ringerlésung anschlieBen. 
Mit letzterem erreicht man ein Kupieren der Fermentprozesse und zugleich 
das Reinigen des Gewebes vom Blute. 

5. Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Ein Teil der Verainderungen in den 
frisch entnommenen Organgeweben fallt wahrscheinlich schon in die erste 
Zeit nach Unterbrechung der Blutversorgung. Die Pause zwischen Tod 
des Tieres und Versuchsbeginn ist deshalb méglichst klein zu gestalten. 
Auch die Temperatur, in der die Gewebe bis zum Beginn | der Messung 
gehalten werden (Zimmertemperatur oder Eiskiihlung) diirfte Einflu® auf 
den Grad der Veranderungen haben. 

6. Das Gewebe. Von EinfluB ist hier die KorngréBe wegen der Ober- 
flachenverhaltnisse und die Konsistenz des zerkleinerten Gewebes wegen 
der Tendenz zurn Zusammenballen. Das Zerkleinern kann mittels Scherén- 
schnitt oder mit der Schneidemaschine, oder durch eine Kombination 
beider geschehen. Durch die Zertriimmerung werden Zellsubstanzen frei, 
die den AtmungsprozeB beeinflussen kénnen, wenn sie nicht durch Spiilung 
der Gewebe entfernt werden. 

7. Suspensionsflissigkeit. Das zerkleinerte Gewebe mu fiir den 
Atmungsversuch in einer Fliissigkeit aufgeschwemmt werden. Es kommen 
dabei folgende Einzelfaktoren in Betracht: 

a) der osmotische Druck, 

b) der Ionengehalt der Fliissigkeit. 

Besondere Beachtung verdienen dabei das Calciumion wegen der 
Permeabilitatsverhaltnisse und das Phosphation wegen seiner Bedeutung 
sowohl im Glykogenstoffwechsel als auch in der Avitaminosenfrage. 

c) Die Wasserstoffionenkonzentration, 

d) die Art der Pufferung. 

Wahrend des Atmungsprozesses entsteht Milchséiure, wodurch die 
Reaktion des Milieus verschoben und die Intensitaét des Atmungsprozesses 
beeinfluBt wird. Zur Verhinderung dieser Reaktionsverschiebung miissen 
der Suspensionsfliissigkeit Puffersubstanzen beigefiigt werden, entweder 
sekundares Phosphat oder Natriumbicarbonat. Vielleicht ist die Wahl 
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zwischen diesen beiden Puffersubstanzen nicht ganz gleichgiiltig wegen 
der erwahnten spezifischen Wirkung des Phosphations. 


8. Absolute Menge des Gewebes und Verhdltnis von Gewebemenge zum 
Fliissigkeitsvolumen. Der letztgenannte Faktor ist besonders wichtig, wei! 
von ihm die Méglichkeit einer gleichma&Bigen Suspension der Gewebe- 
partikelchen weitgehend abhangig ist und weil durch die Fliissigkeit die 
léslichen Substanzen des Gewebes mehr oder weniger verdiinnt werden. 


9. Art des Schiittelns der GeldBe wahrend des Versuches. Das Schiitteln 
zur Verhinderung des Zusammenballens der Gewebemassen und = zur 
Sicherung des Kontaktes der Gewebemassen mit dem Sauerstoff kann 
in einer Schiittelmaschine fortlaufend geschehen oder intermittierend in 
bestimmten Zeitabsténden. Das Schiitteln im Apparat ist gleichmaBiger, 
aber wohl kaum so griindlich wie das Durchschiitteln von Hand. Wir 
vermuten sehr, daB hier ein Grund zu Unstimmigkeiten in den Resultaten 
liegt. Auch ob der Gewebefliissigkeitsmischung Glasperlen beigegeben 
werden oder nicht, diirfte einen EinfluB haben. 

10. Die Versuchstemperatur. 

11. Art der Messung des Sauerstoffverbrauchs. 

a) Die Methylenblaumethode nach Thunberg. 

b) Die Dinitro-Benzolmethode nach Lipschitz. 

c) Die Messung der Zehrung des gasférmigen Sauerstoffs im Barcroft- 


apparat. (In dieser Frage vgl. die mit meiner Arbeit parallel gefiihrten 
Untersuchungen von EZ. Sennhauser.) 


12. Die Ablesezeit. Bei der Lipschitz- und bei der Barcroftmethode 
kann zu jeder beliebigen Zeit abgelesen werden. Es ist kaum gleichgiiltig 
fiir das Endresultat, welcher Zeitpunkt dazu gewaéhlt wird, da der Ablauf 
des Atmungsprozesses in der Zeit ein verschiedener sein kann, je nach 
Methode und Art des Gewebes. 


Wir sehen, da®8 die Zahl der Faktoren, welchen ein Einflu®8 auf die 
Atmungsgr6éBe zugestanden werden muB, so groB ist und ohne weitliufige 
systematische Untersuchungen fiir eine Einschiétzung so uniibersichtlich, 
daB wir nicht erstaunt sein diirfen, wenn bei dem verschiedenen methodi- 
schen Vorgehen der einzelnen Autoren die Ergebnisse ungleich ausfallen. 
Einige der Faktoren sind so beschaffen, daB sie selbst bei gleicher Versuchs- 
anordnung nicht in gleicher Weise beherrscht werden kénnen, und es bleibt 
offen, ob noch Einfliisse zur Geltung kommen, an welche wir nicht gedacht 
haben. 


Von den erwaihnten Faktoren haben bis jetzt eine methodische Priifung 
erfahren : 

1. die Versuchstemperatur'’, 

2. die Wasserstoffionenkonzentration?, *, * 


3. die Phosphationenkonzentration}, 


1 Ryffjel, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 1923. 

2 Erik Essen-Moeller, Skand. Arch. f. Phys. 47, 1926. 

3 Ellinger und Landsberger, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
128, 1922. 
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4. die KorngréBe', *. 
5. Vergleich der gasanalytischen Methoden (Barcroft) mit der Dinitro- 
Kenzolmethode (Lipschitz). 


Wir verweisen fiir diese Faktoren auf die diesbeziiglichen Arbeiten. 


In der Absicht, einen eigenen experimentellen Beitrag zu dem 
diskutierten Fragenkomplex zu liefern, wahlten wir einige weitere, der 
Aufklarung bediirftige Punkte aus. Im Vordergrund des Interesses 
stehen diejenigen Faktoren, die den Unterschied zwischen Gesund- und 
Beriberigewebe in Erscheinung treten lassen. 

Zur Schaffung einfacher Versuchsbedingungen brachten wir neben 
dem frischen Gewebematerial auch solches in den Atmungsversuch, 
welches in destilliertem Wasser ausgewaschen worden war. Dabei 
ergibt sich die Notwendigkeit, dem Gewebe Oxydationsmaterial bei- 
zufiigen. Wir wahlten dazu Bernsteinsiure und nicht Muskelkochsaft 
als einen chemisch nicht definierten Zusatz. Giinstig wirkt auch der 
Umstand, daB alles gequetschte Material durch das Auswaschen be- 
seitigt wird, ferner daB auch das Milieu durch die Zusammensetzung 
der Suspensionsfliissigkeit eihdeutig definiert ist; denn das Auswaschen 
in destilliertem Wasser behebt die Unterschiede der Gewebe in bezug 
auf den Ionengehalt. 

DaB diese Vereinfachung der Situation der Atmungsbedingungen 
von den physiologischen Verhiltnissen wegfiihrt, ist uns vollkommen 
bewuBt. Darin liegt aber eine Absicht unserer Untersuchungen, den 
Einzelfaktor von den anderen mitspielenden Faktoren zu_befreien. 
Sache der Interpretation wird es sein, der Abweichung von den physio- 
logischen Verhiltnissen Rechnung zu tragen. 

Im Anschlu8 an die Vergleichsuntersuchungen mit ausgewaschenem 
Material folgten noch drei kleinere Versuchsgruppen mehr orientierenden 
Charakters. Sie beziehen sich auf den Einflub folgender Faktoren: 


1. das Phosphation, 


2. die Mengenverhaltnisse, 

3. das Zeitintervall zwischen Tétung des Tieres und Beginn des 
Atmungsversuchs. 
Methodik. 


Das untersuchte Material besteht aus 13 Beriberitauben im Alter von 
4 bis 12 Monaten. Diese sind durch Fiitterung mit geschliffenem Reis in 
den Avitaminosezustand iibergefiihrt, wahrend sie in einem groBen hellen 


1 Hess und Messerli, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 1922. 
2 O. Meyerhoj, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 175, 1919. 
3 E. Sennhauser, diese Zeitschr. 200, 351, 1928. 




















344 





M. Gugler: 





Kafig gehalten waren. Als Getrank erhielten sie zur Auswahl! Ringerlésun, 
und frisches Brunnenwasser. 

Die Vergleichstiere, d.h. die Gesundtauben gleichen Alters wie d 
Beriberitauben, waren auf gemischte Kérnernahrung gesetzt. Sie ve 
brachten vor dem Versuch 1 bis 3 Wochen im Kafig. Ihrer Verwertun 
wurde keine Hungerperiode vorangeschickt. 

Die Beriberitiere kamen zur Verwendung, sobald einige der typische 
Avitaminosesymptome deutlich ausgeprigt waren, wenigstens aber ei 
starkes Absinken der Temperatur. Es wurde von jeder Taube wasserextr: 
hierter und zum Vergleich frischer Brustmuskel untersucht. 

Die Verarbeitung der Tiere geschah in derselben Weise wie in de: 
friiheren Versuchen von Hess', ebenso die Zerkleinerung des Muskels 
Alle Manipulationen wurden unter Eiskiihlung vorgenommen. 

Die eine Halfte des zerkleinerten Muskels wurde fiir Versuche mit 
dem frischen Gewebe verwendet. Dieses kam nach einfachem Abspiile 
in eisgekiihlter Ringerlésung sofort in den Versuch. Der andere Teil der 
zerkleinerten Muskulatur wurde in Aqua dest. ausgewaschen. Wir folgter 
dabei den Angaben von Fleisch?. 

Das Atmungsmilieu fiir je 0,5 g des zerkleinerten Muskels besteht in 
4,5cem Fliissigkeit. Sie enthalt die Ionen der Ringerlésung in derselben 
Konzentration wie diese, dazu Phosphation, in m/10 Konzentration, ein 
gestellt auf pq 8,5 (Phenolphthalein rosa, nach Testréhrchen). Der Bernstein- 
séurezusatz zur ausgewaschenen Muskulatur war 1 °,ig, d.h. etwa m/10 
Er wurde mit NaOQH-Zusatz auf py 8,5 eingestellt. Fiir die Pufferversuche 
benétigten wir ferner eine phosphatfreie Lésung unter Zusatz von 0,1 g 
Natriumbicarbonat auf 100 ccm Ringerlésung. 

Ausgehend von der von Fleisch* zusammengestellten Ringerstamm- 
lésung, bereiteten wir uns vier Lésungen, die die obengenannten Be- 
dingungen erfiillten, fiir das frische Gewebe auch unter Beriicksichtigung 
des osmotischen Druckes: 

1. Phosphat-Ringerlésung fiir das frische Gewebe: py = 8,5, Phosphat - 
konzentration m/10, Gefrierpunkt — 0,55°. 

2. Phosphat-Ringer-Bernsteinséuregemisch fiir die wasserextrahierte 
Muskulatur: py = 8,5, Phosphatkonzentration m/10, Bernsteinséure m/10. 
Der osmotische Druck beibt hier unberiicksichtigt und der Gefrierpunkt 
wurde deshalb nicht bestimmt. 

3. und 4. Zwei den vorangehenden vollstandig analoge Lésungen, 
abgesehen von der Puffersubstanz. Diese besteht hier aus Natrium- 
bicarbonat anstatt aus Sekundarphosphaten. 

Wir wahlten fiir unsere Versuche zur Bestimmung der Gewebeatmung 
die Barcrojtmethode, also die Messung des im AtmungsprozeB verbrauchten 
gasférmigen Sauerstoffs. Die Apparatur, bestehend aus drei Barcroft- 
birnen, je mit Kompensationsgefa8 und Petroleummanometer, war an 

einer Schiittelvorrichtung mit mechanischem Antrieb so befestigt, daB sie 
gleichzeitig im Wasserbad kraftig hin und her geschiittelt werden konnte. 


1 Hess, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 1920; Hess und 
Messerli, ebendaselbst 119, 1922. 
2 A. Fleisch, Biochem. Journ. 1924, Nr. 2. 
3 Derselbe, Arch. f. exper. Pathol. 94, 1922. 
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Zur Absorption der entstehenden Kohlensdéure enthielt jedes Geta 
m oberen Teile der Birne befestigt ein mit konzentrierter Natronlauge 

urchtranktes Schwammehen. 

Fiir die Eichung des GefaBes hielten wir uns an die Arbeit von Miinzer 
nd Neumann’. 

Die Versuchstemperatur betrug stets 37° C, die Versuchsdauer | Stunde, 
lie Geschwindigkeit der Schiittelmaschine 80 Schlage in der Minute. 

Der Gang des Versuches war folgender: Das frisch entnommene Gewebe 
wurde unter standiger Eiskiihlung zerkleinert, abgewogen, gespiilt und in 
lie Barcroftbirnen eingefiillt. Nach stattgefundenem Temperaturausgleich 
zwischen dem eisgekiihlten Gewebe im GefaéB und dem 37° warmen Wasser- 
bad wurde als Beginn des eigentlichen Versuches der Stand des Mano- 
meters abgelesen. 

Inzwischen wurde der andere Teil der zerkleinerten Muskulatur aus- 
vewaschen und fiir die Zeit von 3 bis 5 Stunden in den Kiihlschrank gestellt, 
da unterdessen die inneren Organe des Versuchstieres zu anderen Zwecken 
im Bareroftapparat untersucht wurden (vgl. die Arbeit von Sennhauser). 

Der Versuch mit der wasserextrahierten Muskulatur war demjenigen 
mit frischem Gewebe ganz analog gestaltet. Beim frischen und beim aus- 
gewaschenen Gewebe wurden immer gleichzeitig drei Portionen von 0,5 ¢ 
angesetzt. Die Atmungswerte der einzelnen Muskeln sind daher immer 
Mittelwerte aus drei Messungen. 

Bei den erwahnten Orientierungsversuchen war die Methodik dieselbe. 
Nur wechseln Gewichtsmengen, Ionenzusammensetzung und Versuchsgang 
je nach dem Ziele der betreffenden Untersuchungen. Die Abweichungen 
vom allgemeinen Versuchsschema sind bei jeder dieser Versuchsreihen 
vermerkt. 

Resultate. 


1. Vergleichsbestimmung der AtmungsgréBe ausgewaschener Muskulatur von 
Beriberitauben und von Gesundtauben. 

Der Sauerstoffverbrauch des ausgewaschenen und mit neutrali- 
sierter Bernsteinsiure zusammengebrachten Muskelgewebes betragt 
pro Stunde bei den verschiedenen Beriberitauben 500 bis 1000 ccm 
(reduziert auf 0° und 760 mm Hg). Die Intensitat der Atmung nimmt 
im Verlauf der Stunde langsam ab und betrigt in der zweiten halben 
Stunde 60 bis 90°, des Wertes der ersten halben Stunde. Kontroll- 
versuche mit ausgewaschenem Muskel gesunder Tauben ergaben bei 
gleichem zeitlichen Verlauf Werte von etwa 600 bis 1300 ccm Sauerstoff 
pro Stunde. Die Atmung des Beriberigewebes ist also vermindert. 
Zum Vergleich wurde die AtmungsgréBe des frischen Muskels bei jedem 
Tier bestimmt. Sie ist viel geringer und weist griBere Unterschiede von 
Tier zu Tier auf. 

In der folgenden Tabelle sind die Resultate in Mittelwerten zu- 
sammengestellt : 


1 E. Miinzer und W. Neumann, diese Zeitschr. 81, 319, 1917. 
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Tabelle I. 





05g ausgewaschener Muskel 


05¢ ~ 
NeSuceinet milé 5g frischer Muskel 


NY 8.2 hi a> &. lg ar “Gh a 1018,3¢emm O, 256,7 emm O, 

0 ES ee ee 7594 , Oy, 230.0 , Oy 

a Se ae ee 258,9emm O, 26,7 emm O, 
25,4 % 10,5 % 


Erklarung zu Tabelle I: Die Zahlen bedeuten Kubikmillimete: 
Sauerstoff (reduziert auf 760mm Hg und 0°). Sie sind Mittelwert: 
aus den Atmungsmessungen an je 13 Tieren. Versuchsdauer eine Stuncd 
Px 8.5, Phosphatkonzentration m/10, Temperatur 37°. Die Prozent 
zahlen bedeuten die GréBe der Differenz zwischen den Gesund- und 
Beriberiwerten, bezogen auf den Gesundwert 100. 


II. Orientierungsversuche. 


EinfluB des Phosphations auf die in-vitro-Atmung ausgewaschener 
Beriberimuskulatur. 
Wir bestimmten die AtmungsgréBe von 0,5 g ausgewaschener 
Muskulatur von zwei Beriberitauben bei Natriumbicarbonat- und bei 
Phosphat pufferung. Kontrollversuche wurden gemacht mit aus- 
gewaschenen Muskeln von zwei Gesundtauben und dem frischen Muskel- 
gewebe der gleichen vier Tiere. 
Die AtmungsgréBe des ausgewaschenen Muskels ist bei  beiden 
Pufferungsarten gleich. Dies gilt fiir die Beriberitauben und fiir dic 
Gesundtauben. Die Kontrollversuche mit frischem Muskelgewelx 
dagegen zeigen ganz andere Verhiltnisse. Die Werte bei Phosphat- 
pufferung sind beinahe doppelt so hoch als bei Bicarbonatpufferung 
Weiter geht aus den Resultaten hervor, dab die Differenz zwischen 
Gesund- und Beriberigewebe beim ausgewaschenen Muskel von der 
Pufferungsart unbeeinfluBt bleibt und im Mittel 25°,, betragt, wahrend 
beim frischen Gewebe unter Phosphatpufferung die Differenz viel 
deutlicher in Erscheinung tritt (38.8 gegeniiber 25,7 °,, bei Bicarbonat- 
pufferung). 
EinfluB der Mengenverhdltnisse der Gewebe auf die in-vitro-Atmung 
der ausgewaschenen Beriberimuskulatur. Wir untersuchten an drei 
Gesund- und zwei Beriberitauben die Atmungsgrébe von 0,5 g Gewebe 
auf 4.5ccm Suspensionsfliissigkeit und von 1,0g Gewebe auf 9 ccm 
Suspensionsfliissigkeit. Die Versuchsbedingungen waren fiir beide 
Gewebemengen genau gleich, und ihre Atmungsgré6Be wurde simultan 
gemessen. 
Beim Vergleichen der Resultate zeigt sich, daB weder bei aus- 
gewaschenem und frischem Muskelgewebe, noch bei Gesundtauben 
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und Beriberitieren die AtmungsgréBe der Gramm-Menge den doppelten 
\Wert der Halbgramm-Menge zeigt. Die Atmung ist nur um ein bis zwei 
Drittel gréBer. 

Die Differenz zwischen Gesund- und Beriberigewebe ist beim 
ausgewaschenen Muskel nicht abhangig von der Gewebemenge. Beim 
frischen Muskel dagegen zeigt sich die Differenz in den Versuchen 
mit 1g mehr als doppelt so groB als bei den Halbgrammversuchen. 

Kontrollversuche an zwei Gesund- und fiinf Beriberitauben mit 
1.0 g Muskel auf 4,5 ccm Flissigkeit zeigten, daB bei dieser Suspensions- 
dichte viel unregelmaBigere Werte erzielt werden im Vergleich zu den 
Versuchen mit 1,0 g auf 9ccm Fliissigkeit. Die AtmungsgréBe ist in 
beiden Fallen ziemlich gleich grob. 

Einflug des Zeitintervalls zwischen Tétung des Tieres und Beginn 
der Atmungsversuche. Zu diesem Versuch fiihrten wir Messungen an 
Muskelgeweben mit einer Portion sofort aus und hielten eine zweite 
Portion Muskel im Eisschrank zuriick. Nach einem Intervall von 2 
bis 24 Stunden kam auch diese Probe in den Versuch. 

Ausnahmslos trat in allen in diesen Proben ein Zuriickgehen der 
AtmungsgréBe auf. Die Abnahme der Sauerstoffzehrung ist aber nicht 
proportional der Zeit der Lagerung, sondern wirkt sich ganz regellos 
aus. Sie betragt im Mittel 30 bis 50°). 


Besprechung der Resultate. 


Das Arbeiten mit ausgewaschenem Muskelgewebe unter Zusatz 
von Natriumsuccinat erweist sich den Versuchen mit frischen Geweben 
insofern iiberlegen, als in den Resultaten wesentlich kleinere Differenzen 
auftreten. Der Unterschied zwischen Gesund- und Beriberigewebe 
tritt eindeutig und konstant in Erscheinung. Er betragt in allen Versuchs- 


. . -~o . ~ * Md . . , . ‘ 
reihen 20 bis 25°,. Bei Frischgeweben ist die Verminderung der 


AtmungsgréBe des Beriberigewebes auch deutlich, aber in ihrem Ausmal} 
sehr inkonstant. Sie betrigt in den Hauptversuchsreihen 10°,,, in den 
einer vorliufigen Rechnung dienenden Versuchsreihen 20 bis beinahe 
40°. 

Die konstanten Resultate der ausgewaschenen Gewebe geben uns 
einen Hinweis, wo wichtige Fehlerquellen der Messungen zu suchen 
sind. Der wasserextrahierte Muskel ist auBerordentlich leicht zu ver- 
arbeiten. Die Gewebepartikelchen, von allen breiigen Bestandteilen 
befreit, sind gleichmabig groB und von kérniger Beschaffenheit. Sie 
haben wenig Neigung zum Zusammenballen. Das frische Gewebe 
dagegen ist klebrig, enthilt teilweise gequetschtes Material und gibt 
durch seine Konsistenz bei allen Manipulationen leicht Anlab zu 
Gewichtsverlusten. Es ballt sich im Versuch trotz des Schiittelns oft 
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zusammen, wodurch eine gleichmaBige Kontaktnahme der Gewe!, 
~ mit dem Sauerstoff verhindert wird. 
Beim ausgewaschenen Gewebe fallen auberdem noch alle Kor 
plikationen weg, die durch verschiedenen Gehalt des Gewebes 
loslichen Bestandteilen bedingt sein kénnen. 


Im ganzen ist also das Arbeiten mit ausgewaschenem Gewe!ly 
reinlicher und exakter 

In bezug auf das Verhalten des Gesund- und des Beriberigewebes 
bei der in-vitro-Atmung decken sich unsere Resultate mit denjenige: ‘ 
von Abderhalden, Hess und anderen Autoren, die eine Verminderuny 
des Atmungsvermégens fanden. Auffallend ist nur, dab} der Unterschied 
am frischen Gewebe gerade in der zuverlissigsten Versuchsreihe ver | 


haltnismaBig schlecht in Erscheinung tritt (10.5°,), wihrend die g 
nannten Autoren Unterschiede bis zu 30°, zu verzeichnen hatten. Es 
diirfte dies nach dem oben Gesagten wohl auf methodische Griincd 
zuriickzufiihren sein. Besonders gegeniiber den Resultaten von Hess 
kommt wahrscheinlich einem Faktor besondere Bedeutung zu. Hes» 
brachte das Gewebe jeweilen 10 bis 15 Minuten nach dem Tode des 
Tieres in den Versuch, waihrend bei uns aus auBeren Griinden | Stunde 
30 Minuten dazwischen lag. Bei Abderhalden finden sich keine dies 
beziiglichen Zeitangaben. 


Unsere Resultate stimmen auch mit den Muskelkochsaftversuchen 
von Roelli! iiberein. Er untersuchte mit der Dinitrobenzolmethode den 
EinfluB von Muskelkochsaft gesunder Tauben auf das Atmungsvermigen 
des frischen Muskels und fand bei den Beriberitauben ein geringeres 
Aktivierungsvermégen. Er folgerte aus seinen Versuchen, dal} der 
Grund der Differenz zwischen den beiden Gewebearten nicht am wasser- 
léslichen Teil des betreffenden Gewebes hangt, sondern an den struk- 
turierten Gewebebestandteilen. Unsere Versuche an der  wasser- 

, extrahierten Muskulatur ergaben hei Beriberigewebe ebenfalls ver- 
minderte AtmungsgréBen; wir bestatigen damit die Beobachtungen 
Roellis. 


Unsere Resultate stehen im Gegensatz zu denjenigen von Drummond 

und Marrion, die auf Grund zahlreicher Versuche verschiedenster 

Art zu dem SchluB kamen, da’ iiberhaupt kein Zusammenhang 

bestehe zwischen der Oxydationsfihigkeit der Gewebe und dem Mange! 
an Vitamin B. Unter ihren Versuchen sind auch Atmungsbestimmungen 

an frischem und an ausgewaschenem Taubenmuskel. Fiir das frische 
Gewebe benutzten sie die Thunbergmethode und die Barcroftmethode. 
fiir das ausgewaschene nur die Thunbergmethode. Sie arbeiteten 


1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 284, 1923. 
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ebenfalls mit Bernsteinsaiurezusatz. Sie erhielten in allen Fallen voll- 
standig tibereinstimmende Resultate fiir Gesund- und Beriberigewebe. 


In der Bewertung der Orientierungsversuche miissen wir vorsichtig 
sein im Hinblick auf die geringe Versuchszahl jeder einzelnen Kon- 
stellation. Mit dieser Reserve fixieren wir unsere Resultate in folgender 
Weise: 

Die Versuche mit Phosphatpufferung bestatigen, da das Phosphat- 
ion bei frischem Gewebe eine Steigerung hervorruft. Dabei besteht 
eine bedeutend stirkere Differenz zwischen Gesund- und Beriberimuskel 


Or 7 0 


bei Phosphatpufferung (38.8 gegen 25,7°, ohne Phosphationzusatz). 

Die Versuchsreihe mit wechselnder Menge Gewebe und Suspensions- 
fliissigkeit zeigt einen erheblichen EinfluB dieser Faktoren. Bemerkens- 
wert ist der Befund, da®B der Sauerstoffverbrauch nicht proportional 
der Gewebemasse zunimmt, so da die Resultate von Versuchen mit 
verschiedenen Mengen nicht einfach durch Rechnung auf eine ge- 
meinschaftliche Vergleichsbasis gebracht werden kénnen. 

Im Intervall zwischen Tétung und Atmungsversuch haben wir 
einen sehr unregelmaBig sich auswirkenden Faktor vor uns, so da} wir 
nur sagen kénnen, da diesem Moment Beachtung geschenkt werden 
muB. Es wire wichtig, besonders die Veranderungen in der ersten Zeit 
nach dem Tode des Tieres in weiteren Versuchen systematisch zu ver- 
folgen, um zu erfahren, ob sich das Atmungsdefizit des Beriberigewebes 
akzentuiert oder verwischt. Kenntnisse hieriiber wiren von Wert, weil 
sie Anhaltspunkte geben wiirden tiber die Stabilitat oder Labilitat des 
in der Avitaminose betroffenen Atmungsfaktors. 


Zusammenfassung. 


Ausgehend von Wem Gedanken, daB die ungleichen und zum Teil 
widersprechenden Resultate der Untersuchungen iiber in-vitro-Atmung 
an beriberikranken Tieren auf methodische Griinde zuriickzufiihren 
sein kénnten, wurde einleitend eine Reihe von Méglichkeiten diskutiert, 
welche einen Einflu8 auf die in-vitro-Atmung haben kénnen. 

Im experimentellen Teil wurden nach der Barcroftmethode 
Atmungsmessungen an wasserextrahierten Brustmuskeln von 13 Beri- 
beritauben vorgenommen. Parallel dazu wurde jeweils auch das 
Atmungsvermégen des frischen Muskels gemessen. 13 Gesundtauben 
lieferten das Material fiir Vergleichsversuche. 


Im Sinne von Orientierungsversuchen wird der EinfluB der Phosphat- 
pufferung, der Quantitaét des in den Versuch genommenen Gewebes 
und des Intervalls zwischen Tétung des Tieres und Beginn des Atmungs- 
versuchs kontrolliert. Die Ergebnisse lauten: 
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Die wasserextrahierte Muskulatur liefert konstantere Results‘, 
als die nicht ausgewaschene. Die Sauerstoffzehrung des Beribx 
gewebes ist sowohl beim frischen wie auch beim ausgewaschenen Mus}; 
gegeniiber dem Gesundgewebe vermindert. Die Reduktion betriy 
beim ausgewaschenen Muskel etwa 25°%,, beim frischen 10°, in de 


Hauptversuchen und 20 bis 40°, in den Versuchen mit spezieller Frag: 


stellung. 

Bei Phosphatpufferung sind die Atmungswerte des frischen Muske|s 
bedeutend héher als bei Bicarbonatpufferung, ebenso die Differe: 
zwischen Gesund- und Beriberigewebe. Die wasserextrahierte Muskulatw 
atmet bei beiden Pufferungsarten gleich stark. 

Die Sauerstoffzehrung geht der Gewichtsmenge des Gewebes niclit 
proportional. Das Verhaltnis von Gewebe zu Fliissigkeit erweist sich 
als wichtig fiir die Konstanz der Resultate. Das Intervall zwischen 
Tétung des Tieres und Atmungsversuch beeinflubt das Atmungsvermigen 
im Sinne einer Abschwiaichung ohne erkennbare Proportionalitat zi 
Dauer des Intervalls. 
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Methodischer Beitrag 
zur in-vitro-Untersuchung der Gewebeatmung, 


Ve m 
Elsa Sennhauser, 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1928.) 


Einleitung. 


Die vorliegende Arbeit stellt einen methodischen Beitrag zur 
Avitaminoseforschung dar, und zwar im speziellen zur Methodik der 
in-vitro-Priifung der Gewebeatmung. Die Aufgabe dieser Arbeit besteht 
in einem Vergleich einerseits der Dinitrobenzolinethode nach Lipschitz, 
andererseits der gasanalytischen Methode nach Barcroft. 


Ausgangspunkt unserer Untersuchungen sind die verschiedenen, 
zum Teil sich widersprechenden Resultate, die bei der Gewebeatmung 
von Beriberitauben gefunden wurden. Abderhalden und Mitarbeiter! 
konstatierten bei Benutzung der gasanalytischen Methode ein Zuriick- 
bleiben der Atmungswerte von Beriberitauben gegeniiber Gewebe von 
Normaltieren. Hess und Mitarbeiter® kamen bei Anwendung der 
Dinitrobenzolmethode zu ahnlichen Resultaten. Roeilli* hingegen fand 
mit der gleichen Methodik keine geniigend ausgesprochene Differenz 
der Atmungswerte bei Beriberitieren. Vasarhelyi* konnte mit der 
gasanalytischen Methode ebenfalls kein Zuriickbleiben der Atmung bei 
Beriberitieren nachweisen. 

Auch hinsichtlich der Bedingungen, welche auf die Atmungs- 
insuffizienz der Gewebe von Beriberitauben von EinfluB sein konnen, 
kamen die einzelnen Autoren zu verschiedenen Resultaten. So fanden 


1 Abderhalden und Schmidt, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 185, 141, 
1920; 192, 174, 1921. 

2 W. R. Hess, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 284, 
1921: Hess und Messerli, ebendaselbst 119, 191, 1921. 

3 Roelli, ebendaselbst 129, 284, 1923. 

4 Vasarhelyi, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 212, 284, 1926. 
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Abderhalden and Wertheimer bei Zusatz von Hefeextrakten w 
~ Muskelkochsaft eine viel starkere Aktivierung der Atmung bei Beriber 
als bei Gesundtieren. Wurde hingegen Muskelkochsaft von Beriber 
tieren verwendet, so erfolgte diese Aktivierung nicht. Roelli kam bei 
Anwendung der Dinitrobenzolmethode zu gerade gegenteiligen Resu| 


taten. Bei seinen Versuchen lieB sich Gewebe von Beriberitieren 


weniger aktivieren als Gewebe von Gesundtieren. Vasarhelyi fand 
gleiche Aktivierung durch Muskelkochsaft bei Gesund- und Beriberi 
tauben, und zwar gleichgiiltig, ob Muskelkochsaft von Gesund- ode: 


Beriberitieren verwendet wurde. 









Unter solchen Verhialtnissen, wo die Widerspriiche zum _ Teil 
methodisch bedingt sind, erschien es uns naheliegend, die Method 
selbst zum Objekt des Studiums zu nehmen. 


Methodik. 





Zum Versuch gelangten einerseits Gewebe von Gesundtauben, andere: 
seits Gewebe von Tauben, die durch einseitige Reisernahrung beriberikrank 
gemacht worden waren. Die Tiere wurden zur Gewinnung des Gewebe 
materials durch Schlag auf den Kopf betéubt, dekapitiert, gut ausgeblutet 
und der Kérper vom linken Herzventrikel aus mit eisgekiihlter Ringer 


‘ lésung durchspiilt. Das Gewebe wurde bis zum Versuchsbeginn in Schalchen 
auf Eis oder direkt in eisgekiihlter Ringerlésung gehalten. Mit der Schneide 
maschine! wurde das Gewebe gleichmaéBig fein zerkleinert. Verwendet 


wurde von jedem Tiere Gehirn, Leber, Niere in frischem Zustande und 
Muskel frisch und ausgewaschen. Fiir die Versuche mit ausgewaschenem 
Muskel wurde das feingeschnittene Gewebe dreimal 15 Minuten mit der 
50fachen Menge Aqua dest. ausgewaschen. An frischem und an aus 
gewaschenem Muskel wurden von jedem Tiere je drei Parallelversuche 
nach der Dinitrobenzol- und nach der gasanalytischen Methode in det 
gleichen Versuchsanordnung ausgefiihrt. Von den anderen Organen reichte 
das Gewebe nur fiir je einen Versuch nach jeder Methode. Verwendet 
wurde in allen Versuchen 0,5 g Gewebe und 4,5 cem Suspensionsfliissigkeit. 
Die Versuchsdauer betrug | Stunde, wahrend welcher Zeit die Versuchs- 
gefaiBe im Wasserbad von 37° C staéndig geschiittelt wurden. Als Suspensions- 
milieu fiir frisches Gewebe diente eine phosphatgepufferte Ringerlésung 
von m/10 Phosphatkonzentration, pq 8,5 (mit NaOH auf Phenolphthalein 
rosa, entsprechend Testréhrchen, eingestellt). Fiir ausgewaschenes Gewebe 
wurde eine m/10 Bernsteinséiurelésung verwendet, die die Phosphate und 
spezifischen Ionen in gleicher Konzentration enthielt wie die Ringerlésung, 
und die mit NaOH auf pq 8,5 eingestellt wurde. In anderen Versuchen 
wurde statt Bernsteinséiure Muskelkochsaft zum ausgewaschenen Gewebe 
gegeben, der folgendermaBen hergestellt war: 0,5 g frische, feingeschnittene 
Taubenmuskulatur wurden mit 4cem _ physiologischer Kochsalzlésung 
aufgekocht, durch Beutelseide filtriert, mit NaOH auf py 8,5 eingestellt 
und mit einer Phosphatlésung von m/5 zur Halfte verdiinnt, so daB die 
Phosphatkonzentration auch m/10 wurde. 


1 Hess und Messerli, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. Phys. 119, 176, 1922. 
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Bei der Dinitrobenzolmethode wurden in jede Versuchsbirne 0,025 g 
Dinitrobenzol gegeben und die Luft in den GefiBen durch Stickstoff 
rdrangt. Nach Beendigung des Versuchs wurde der gelbe Farbstoff 

mit Ather extrahiert und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Die Kon- 
zentration des Farbstoffs wurde nach der photometrischen Methode, wie 
sie Hess' angibt, bestimmt. Der Farbstoff als Reduktionsprodukt des 
Dinitrobenzols stellt ein MaB fiir den Sauerstoffverbrauch des Gewebes dar. 

Die Atmungswerte der gasanalytischen Methode wurden auf 0° und 
760mm Hg reduziert. 

Ergebnisse. 

Vergleichen wir die Schwankungen der Atmungswerte der beiden 
Methoden bei je drei Parallelversuchen vom gleichen Organ desselben 
Tieres, so finden wir, daB die Streuung im gleichen Versuch nach der 
gasanalytischen Methode bedeutend kleiner ist, als nach der Dinitro- 
henzolmethode. Besonders deutlich wird dieser Unterschied, wo Fehler, 
die durch Art des Gewebes bedingt sind, nach Méglichkeit wegfallen. 
Das ist der Fall am ausgewaschenen Gewebe, das von gleichmabiger 
KorngréBe ist, da die feinen gequetschten Fasern mit der Spiilfliissigkeit 
weggehen. Auch ballt sich das gewaschene Gewebe in der Suspensions- 
fliissigkeit weniger zusammen als frisches Gewebe, was fiir das Zustande- 
kommen korrekter Werte sehr wesentlich ist. 

Auch der Vergleich der Atmungswerte an gréBeren Serien von 
gleichen Organen ergibt nach der gasanalytischen Methode kleinere 
Schwankungen zwischen den verschiedenen Tieren als die Dinitro- 
benzolmethode. 

Vergleichen wir das Verhaltnis der mittleren Atmungswerte der 
verschiedenen Organe zueinander, so gehen die beiden Methoden nur 
insofern parallel, als bei beiden Nierengewebe die groBten Atmungswerte 
aufweist. Setzen wir den mittleren Atmungswert von Niere gleich 
100 °,, so ergibt sich folgende Reihenfolge fiir die Mittelwerte der Atmung 
der anderen Organe: 





Dinitrobenzolmethode Gasanalytische Methode 
0 


0 
0 ‘0 


a) Bei einer Serie von 8 Gesundtauben. 


ee ee 100 100 

Oe ee 70 55.1 
ara 20 68,0 
Muskel. .... 22.6 60.9 


b) Bei einer Serie von 8 Beriberitauben. 


ae 100 100 

a 504 42,9) 
Ne cone ae 28.5 53.6 
Muskel. .... 12,2 51,2 


1 W. R. Hess, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 119, 172, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 200. 23 














354 E. Sennhauser: 
Die Schwankungen zwischen den Werten der einzelnen Tiere si: 
aber bei beiden Methoden sehr bedeutend. 


Vergleicht man Gesund- und Beriberitiere miteinander, so zeigen 
beide unter sich wenig verschiedene Atmungswerte, und zwar bei beidey 
Methoden. Wo die Ursache dieser Divergenz zu anderen, ebenfalls iy 
unserem Institut erhobenen Befunden liegt, konnen wir uns zurzeit nicht 
erkliren. Es scheint ein in der Methodik noch nicht beherrschter Fakto; 
eine wesentliche Rolle zu spielen, indem sowohl die friiheren Unte: 
suchungen als auch die unsrigen in bezug auf die uns bekannten Fak 
toren korrekt ausgefiihrt worden sind. 


Eine bedeutende Differenz der beiden Methoden ergibt sich am 
ausgewaschenen Muskel mit Bernsteinsdurezusatz. Wenn man mit de: 
Dinitrobenzolmethode arbeitet, so wird der durch das Auswaschen 
reduzierte Atmungswert durch die Beigabe von Bernsteinsiure (nach 
Neutralisation) ungefahr auf denjenigen des frischen Muskels zuriick 
gefiihrt. Mit der gasanalytischen Methode dagegen erhalt man unter 
sonst gleichen Bedingungen eine Steigerung um das Drei- bis Fiinffache 
des Atmungswertes von frischem Muskel. 


Versuche an ausgewaschenem Muskel mit Muskelkochsaftbeigab« 
(statt Bernsteinsiure) zeigen dagegen wieder ein Parallelgehen beide: 
Methoden, indem hier bei der gasanalytischen und bei der Dinitrobenzol- 
methode die Atmungswerte annahernd auf die Héhe des frischen Muskels 
restituiert werden. 


Zusammenfassung. 


Die vorliegende Arbeit stellt einen methodischen Beitrag zur 
Avitaminoseforschung dar, und zwar im speziellen zur Methodik der 
in-vitro-Priifung der Gewebeatmung. Das Ziel der Arbeit besteht in 
einem Vergleich der Dinitrobenzolmethode nach Lipschitz und der 
gasanalytischen nach Barcroft. 


Wir kamen zu folgenden Feststellungen: 


1. Die Atmungswerte streuen sich bei der gasanalytischen Methode 
innerhalb engerer Grenzen. Dies gilt besonders, wenn man eine be- 
stimmte Gewebeart von ein und demselben Tiere in mehreren Parallel- 
versuchen kontrolliert, aber auch dann, wenn man die Resultate der- 
selben Gewebeart von verschiedenen Tieren miteinander vergleicht. 


2. Die verschiedenen Gewebearten zeigen in frischem Zustande 
in bezug auf die in-vitro-Atmung innerhalb der erheblichen Fehlerbreite 
im groBben und ganzen die gleichen Abstufungen bei beiden Methoden. 
Dieses Verhalten wird auch nicht beeinfluBt, ob das Gewebe von Gesund- 
oder Beriberitieren entnommen worden ist. 






















€ 8 


zeigt iT 
peidey 
ulls nh 
nicht 
‘aktor 
Inter 


Fah 


h am 
it der 
schen 
nach 
riick 

unter 
fache 


gabe 
eider 
nzol- 
skels 


zur 
der 


der 








In-vitro-Untersuchung der Gewebeatmung. 355 


3. Beim ausgewaschenen Muskel ist dieses Parallelgehen der beiden 
\lethoden durchbrochen durch die Erscheinung, daB bei Bernsteinsaure- 
isatz der durch das Auswaschen reduzierte Atmungswert ungefahr 
if denjenigen des frischen Muskels zuriickgefiihrt wird, wenn mit 
der Dinitrobenzolmethode gearbeitet wird, wahrend man nach der 
vasanalytischen Methode unter sonst gleichen Bedingungen das Drei- 
bis Fiinffache iiber dem Atmungswert des frischen Muskels erhilt. 


4. Die bei der einen und anderen Methode trotz sorgfaltiger Technik 
nicht zu eliminierenden, relativ groBen Schwankungen der Einzelresultate, 
sowie die Unterschiede gegeniiber friiheren Untersuchungen lassen 
vermuten, daB sowohl in der einen als in der anderen Methode Faktoren 
das Resultat mitbestimmen, die in dem von uns gehandhabten Ver- 
fahren nicht beherrscht werden. 








AR AA Re Ce ae eee ae 


=<} 





Nierenstoffwechsel und Nierenentwicklung '. 
Von 
P. Gyérgy, W. Keller und Th. Brehme. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 24. Juli 1928.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Verschiedenheiten im Ablauf der gleichen Stoffwechselvorgange 
in den Geweben wachsender und sich in Wachstumsruhe befindender 
Organismen, ganz allgemein gesprochen, Beziehungen des Stoffwechsels 
zum Wachstum schlechthin, sind erst in den letzten Jahren durch die 
Arbeiten Warburgs aufgedeckt worden. 


Warburg und seine Mitarbeiter untersuchten zundchst an stationdrem 
und rasch wachsendem (Geschwulst-)Gewebe die beiden hauptenergie 
liefernden Reaktionen, die Atmung und die Zuckervergérung, und zwar 
letztere unter oxy- und anoxybiotischen Bedingungen. Das wesentlich« 
Resultat dieser Untersuchungen gipfelte in der grundlegenden Feststellung, 
daB sich stoffwechselphysiologisch beide Gewebsarten nicht oder nur wenig 
hinsichtlich der Atmung, dagegen auBerordentlich in der GréBe der an 
aeroben Zuckervergérung unterschieden, ja daB letztere einen integrierenden 
Faktor des rasch wachsenden Gewebes darstellt. Diese anaerobe Glykolyse 
(Q*?), d. hh. die Vergirung von 1 Mol Glykose in 2 Mole Milchséure findet 
sich in gleicher Weise sowohl bei dem ungeordnet wachsenden Geschwulst 
gewebe, wie bei dem geordnet wachsenden Embryonalgewebe. Wir sind 
also ynter anoxybiotischen Bedingungen in vitro gar nicht in der Lage, 
beide Gewebsarten voneinander zu unterscheiden. Die Verhaltnisse andern 
sich erst, wenn wir beide Stoffwechselreaktionen, Atmung und Glykolyse, 
gleichzeitig nebeneinander untersuchen. Dann macht sich die Atmung (Qo, 
in der Weise geltend, daB sie die Glykolyse des Embryonalgewebes voll- 
stéindig, die des Geschwulstgewebes nur zu einem Teil unterdriickt. Dieser 
von Warburg als Pasteursche Reaktion bezeichnete Vorgang verléiuft unter 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Notgemeinschaft fii 
Wissenschaft. 
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len optimalsten Bedingungen so, daB 1 Mol veratmeter Sauerstoff bis zu 
2 Molekiile Milchsiure zum Verschwinden bringt. Ausgehend von einer 
ptimalen Wirksamkeit der Pasteurschen Reaktion, hat Warburg neuer- 
lings zur Klassifizierung der Gewebe den GarungsiiberschuB U eingefiihrt. 


U Oy (2 x Qo,). 


Verfahren wir so, dann kénnen wir (mit einer Ausnahme, namlich 
der Retina) normales und pathologisch wachsendes Gewebe dadurch 
ohne weiteres unterscheiden, daB der GarungsiiberschuB (’ bei ersterem 
zwischen 0 und etwa — 39 liegt, wahrend letzteres je nach der Bos- 
artigkeit positive bis stark positive Werte liefert. Diese grundlegenden 
Befunde Warburgs wurden an Tumor- und Embryonalgewebe erhoben, 
und wir standen vor der Frage, ob sich die gleichen Verhaltnisse einmal 
auf den, viel gemaBigteren Wachtumsgesetzen gehorchenden post- 
embryonalen Organismus und fiir diesen auch auf den Menschen tiber- 
tragen lieBen. Die Beantwortung beider Fragen mubte fiir die Stoff- 
wechselphysiologie des kindlichen Organismus von grofer Be- 
deutung sein. ; 

Auf zwei Wegen war es uns méglich, wichtige Anhaltspunkte fiir 
die Wahrscheinlichkeit einer solchen Annahme zu finden. Gyérgy und 
Brehme gelang es, durch vergleichende Bestimmungen des Blutmilch- 
siuregehalts bei Siuglingen und Erwachsenen nachzuweisen, da auch 
dem Gewebe des Siuglings trotz optimaler O,-Versorgung eine erhohte 
Neigung zu glykolytischer Tatigkeit innewohnt, da der Blutmilchsaure- 
gehalt des Sauglings mit 14 mg-°®, (Mittel aus 358 Bestimmungen) den 
des Erwachsenen mit 10 mg-°,, um etwa 35°, tiberragt. Ja, fiir das 
erste Trimenon, in dem bekanntermaBben besondere Wachstums- 
verhialtnisse vorherrschen, betrug der Unterschied mit 18,7 mg-°,, sogar 
83°,, gegeniiber dem des Erwachsenen!. 

Dieser am glykolytischen Endprodukt des Gesamtorganismus, 
namlich der Blutmilchsaiure, durchgefiihrte Beweis fiir eine Sonder- 
stellung des Sauglings gegeniiber dem Erwachsenen, konnten wir weiter- 
hin durch vergleichende Gewebsuntersuchungen an Organen von ganz 
jungen und alten Tieren erginzen. Aus auberen Griinden (leichte 
Ziichtbarkeit der Tiere, gut abgrenzbare Sauglingsperiode) wurden 


' Die Tatsache, da®8 iiberhaupt eine Glykolyse nachzuweisen ist, 
deutet darauf hin, daB im lebenden Kérper wohl eine fiir die Lebens- 
bedingungen optimale, aber keineswegs eine maximale Sauerstoffversorgung 
wie in den VersuchsgefaéBen gegeben ist. Gydrgy hat bereits friiher und 
a. a. O. schon darauf hingewiesen, da8 mit Wahrscheinlichkeit im lebenden 
Organismus die Pasteursche Reaktion nicht in dem Ausma8 zustande 
kommt, wie unter den kiinstlichen Versuchsbedingungen in vitro. Zu 
gleichen Ergebnissen fiihrten auch die vor kurzem mitgeteilten Versuche 
von Hentschel, vgl. dazu auch die folgende Anmerkung. 
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von uns Ratten gewahlt und an Gewebsschnitten aus Organen diese: 
Tiere die Bestimmung des Quotienten fiir die anaerobe Glykolyse (Q¥ 
in der bekannten Warburgschen Apparatur vorgenommen. Als Unter 
suchungsobjekt diente uns die Niere, und zwar deshalb, weil uns aus 
dem Vorhandensein von Vergleichswerten anderer Autoren die Nier 
geeigneter schien als die Leber, da diese als Hauptglykogenspeiche: 
im Organismus wahrscheinlich den jeweiligen Stoffwechselvorgangen 
mehr unterworfen ist und sich dadurch die GleichmaBigkeit der Versuchs 
bedingungen schwieriger gestaltet. Die Erfahrungen an weit iiber 
100 Lebergewebsschnitten junger und alter Tiere zu den verschiedensten 
Jahreszeiten zeigte uns auberdem, dal trotz des relativ einheitlichen 
histologischen Baues der verschiedenen Leberabschnitte infolge der an 
sich niederen Glykolyse die prozentigen Schwankungen der Werte 
relativ groB waren, so dab dieses Organ schon dadurch ohne Riicksicht 
auf theoretische Voraussetzungen wegen der Undurchsichtigkeit der 
Versuchsbedingungen als ungeeignet ausgeschieden werden mubBte 

Die Ergebnisse dieser Gewebsstoffwechseluntersuchungen zeigen 
beziiglich der glykolytischen Fahigkeit in der Tat eine Uberlegenheit 
des jungen Organismus gegeniiber dem alten, d. h. also eine Abhangigkeit 
vom Alter und von dem Entwicklungszustand des Gewebes'. 


Tabelle I. 





Art Zabl der Fille gr: oo 
eee 31 + 7,5 
Rattensiuglinge. . . .. 44 +11,4 52 


Da der von uns gefundene Mittelwert der anaeroben Glykolyse 
bei alten Tieren trotz gleicher Versuchsbedingungen mit —+- 7,5 etwa 
doppelt so hoch liegt, wie derjenige von Warburg und anderen Autoren 
mit +- 3.2, auBerdem sich eine ziemlich grobe Streuung der Werte 
ergab (niedrigster Wert einmal — 2,8, héchster Wert zweimal — 11,0), 
lag die Frage nahe, ob die schon makroskopisch unterscheidbare 
Schichtung der Niere in Rinde, Mark und Papille, hinsichtlich ihrer 
glykolytischen Fahigkeiten vielleicht verschiedene Werte aufweisen 
kénnte. Eine solche Differenzierung in stoffwechselchemischer Hinsicht 
hatte dann die Méglichkeit geboten, zwanglos die relativ grobe Streuungs- 
breite der Quotienten zu erkliren, da es kaum anzunehmen ist, dali 


1 In neuerer Zeit gelang es auch Hentschel, in sehr schénen Versuchen 
die Bedeutung der Glykolyse fiir den wachsenden Séuglingsorganismus 


nachzuweisen. Klin. Wochenschr. 1928, Nr. 23, 8. 1086. 
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s immer gelingen wird, gleiche Anteile aller Schichten jedesmal zur 
Untersuchung zu bringen. Wir sind der Frage nach einem mdoglicher- 
veise vorhandenen Unterschied der einzelnen Nierenabschnitte nach- 
vegangen, und es gelang in der Tat, folgendes nachzuweisen: Legt man 
m sagittalen Durchmesser der Niere einen Schnitt derart, daB Rinde, 
Mark und Papille in ihrer gréBten Schnittflachenausdehnung getroffen 
werden, so ergibt der Quotient OY fiir diesen Gewebsschnitt einen 
relativ hohen Wert von 7 bis + 10. Anders, wenn ein solcher 
Sagittalschnitt in die gut unterscheidbaren Teile Rinde und Papille 
unter Entfernung des Marks zerlegt wurde. Dann erwies es sich, dab 
die Papille der Niere durch eine erheblich héhere anaerobe Glykolyse 
ausgezeichnet war, als die Rinde, und zwar auch innerhalb des gleichen 
Organs und bei demselben Tier. Im Mittel fanden wir bei Versuchen 
in Ringerlisung fiir die Rinde als Wert des Quotienten Qy — 5,7 und 
fiir die Papille + 25.6. 
Tabelle II. 
\naerobe Glykolyse von Nierenrinde und -papille ein und desselben Tieres. 


Ringer. C—NaHCO, 2,5x 10-7. 0,2% Glykose. 5°, CO, in N3j. 
C—HCN = m/1000. 





; 


Nr Rinde Papille Bemerkungen 

1 + 55 + 19,2 Alte Ratte 

2 + 3.8 + 23,6 - 7 

3 + 43 + 34,1 " e 

+ + 4,9 + 27,6 ‘ ‘ 

5 + 5,2 + 24,8 . ° 

6 + 8.0 +. 26.7 Rattensaugling (Gewebs- 
schnitte von 6 Nieren) 

7 + 8,3 + 23,2 Meerscbweinchen 

Mittel: + 5.7 + 25.6 


Es besteht also in der Niere tatsachlich in der Milchsauregarung 
eine erhebliche Differenz der einzelnen Teile. Hierbei muB besonders 
hervorgehoben werden, da’ das Papillengewebe in jedem Falle eine 
hohe Glykolyse zeigt, gleichgiiltig, ob es sich um ganz junge oder alte 
Tiere handelt, da hingegen beim jungen Tier auch die Rinde immer 
eine relativ hohe Glykolyse aufweist, als Ausdruck einer ‘besonderen 
Eigentiimlichkeit des wachsenden Organismus. 

Wir fanden namlich im Mittel fiir die Rinde des Rattenséuglings 
ey + 10,4, fiir die Rinde der alten Tiere oy +. 4,7. Letzteret 


Quotient entspricht annéhernd dem Wert anderer Autoren, so da®B wir in 
der Annahme nicht fehlgehen werden, daB bei ihren Experimenten vor- 
wiegend Rindenabschnitte von Nieren untersucht wurden, zumal die 
Papillen im Schnitt, wenn man nicht ganz besonders darauf achtet, sehr 
schwer zu treffen sind. 
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Tabelle III. 


oy der Nierenrinde alter und ganz junger Ratten. (Versuchsbedingung: 
’ wie bisher.) 





Rattensauglinge Alte Ratten 
+ 134 + 5.5 
+ 10,0 + 38 

8.0 + 4.9 
+ 43 
+ 5,2 


4. 
i 
~ 


Mittel: + 10,4 


Nachdem die groBe Verschiedenheit des anaeroben Glykolysen 
wertes in den einzelnen Nierenabschnitten erwiesen war', haben wir 
naturgemiB auch das Verhalten der einzelnen Teile unter aeroben 
Bedingungen untersucht und fanden dabei folgendes: 


Tabelle IV. 


Atmung und aerobe Glykolyse von Nierenrinde und -papille des gleichen 
Tieres. (Versuchsbedingungen wie bisher.) 





Rinde Papille 
Nr. 
Oo Oo 
@ Oz @ u % dy @ v 
1 — 19,8 0 5.2 + 15,2 
2 — 17,4 0 0 * L 97 
: 9,2 0) 13,3 + 17,0 


* Nicht me bar, da Schnittgewicht und dadurch die Ausschlige zu klein waren. 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die Atmung der Rinde mit einem 
Mittelwert von Qo, = — 18,8 durchaus den bisher bekannten Werten 
der Literatur entspricht, ebenso die Tatsache, daB eine aerobe Glykoly se 
nie vorhanden ist. Wir sehen also, dab in der Rinde die hohe Atmung 
immer geniigt, um die Glykolyse zum Verschwinden zu bringen. Anders 
in der Papille, wo in allen drei Versuchen eine hohe aerobe Glykolyse 
zu verzeichnen ist, d.h. die Atmung unter den Bedingungen in der 
Ringerlésung nicht imstande war, die Garung zu unterdriicken. Dabei 

aerobe Glykolyse 


fallt auf, daB sich das Verhaltnis dem von Warburg 
Atmung 


1 L. Pincussen erwahnt bereits im Handbuch der Biochemie v. Oppen- 
heimer 8, 1, 1910 bei der Chemie der Nierensubstanz, daB8 unabhangig 
von der Reaktion des frischen ausgewaschenen iiberlebenden Nieren- 
gewebes nach kurzer Zeit Milchséurebildung auftritt, und zwar zuerst im 
Mark und dann erst in der Rinde. Die Ursache dieses Befundes erscheint 
durch unsere Versuche geklart. 
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r das Carcinomgewebe gefundenen Quotienten nahert. Doch mubten 
ir uns nach den Erfahrungen Warburgs fragen, ob nicht das Auftreten 
rv aeroben Glykolyse auf die Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sei. 
cach den Untersuchungen seines Mitarbeiters Negelein ist die bei ge- 
issen Gewebsarten, beispielsweise Hoden- und Embryonalgewebe, auf- 
etende Glykolyse durch die Schadigung dieses Gewebes in Ringerlésung 
erursacht, da sie in dem physiologischeren Milieu des Serums ohne 
weiteres zum Verschwinden zu bringen ist.  ..Die Wirksamkeit der 
\tmung. durch die sonst die Glykolyse normaler Gewebe unterdriickt 
wird (Pasteursche Reaktion), ist in Serum gréBer als in Ringerlésung.”’ 
\us diesem Grunde haben wir alle vorher erwahnten Untersuchungen 
nochmals im menschlichen Mischserum ausgefiihrt und fanden dabei 
folgendes: Die anaerobe Glykolyse der Papille ist auch im Serum 
hetrachtlich héher als in der Rinde, die Werte liegen im Serum ebenso 
hoch als in Ringerlésung. Hier hat also die Verwendung von Serum 
keinen EinfluB. Anders steht es mit der aeroben Glykolyse des Papillen- 
gewebes, die unter der maximalen Sauerstoffversorgung der Versuchs- 
bedingungen in vitro und unter dem Einfluf des Serummilieus zum 


Verschwinden gebracht werden kann. 


Tabelle V. 


Stoffwechsel der einzelnen Nierenabschnitte (Ratte) im menschlichen 
Serum unter aeroben und anaeroben Bedingungen. (Menschliches Misch- 





serum Nr. 1, 2 Stunden inaktiviert bei 56°, Temperatutr 37,5°, 5% CO, 
in Og baw. N,. Glykose 195 mg-°,, C— HCN etwa m_ L000.) 
Au = Au iis on - 
{ } 0,21 fiir Ap ~ 19,0. | } 0,32 fiir Ap ~ 12,7 
Api Ip/u 
baw. 0,33 fiir 1p ~ 12,5. 
Nierenabschnitt Vo, Wy Vy Uv 
Rinde. . . .. — 27,6 0 + 6.2 49.0 
ite 44 
Papille 7.8 1.7 + 21.0 + 5, 
” 5.9 0 1. 24 9 . 12.4 


(Menschliches Mischserum Nr. 2, 2 Stunden inaktiviert bei 56°, sonst 


Bedingungen wie oben.) 





lu ne Au . , 
{ } 0,13 tir Ap ~ 20,8. | | O19 tir Ip ~ 14,3 
Ip/e lpi 
bzw. 0,18 fiir Ap ~ 14,7. 
Nierenabschnitt Vo. Vy Oy l 
Rinde . a - 25.4 ) 6.9) 44.8 
pepame ...-. 7.3 + 6.5 2.4 + OS 
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Wir haben auberdem, ahnlich der von Negelein angegeben 
Methode, in Glastrégen mit Ansatzbirnen die Glykolyse von Rinde 
und Papillengewebsschnitten untersucht und anschliebend an dey 
Versuch die Serumretention gemessen. 

Wir fanden entsprechend unseren tibrigen Versuchen folgen 
Werte fiir 





Ne 

Vy 
ee ae eae + 7.5 
j 8.7 
Papille 35.4 
+ 32.2 


Die Verhaltnisse liegen demnach fiir die Papille in dieser Beziehung 
aihnlich, wie sie Vegelein fiir Hoden- und Embryonalgewebe nachgewiesen 


hatte. fechnen wir gleichzeitig den von Warburg vorgeschlagenen 
anfangs bereits erwahnten Wert 7 — (2XQo,) aus, dann stellt 


sich die tiberraschende Tatsache heraus, daf fiir das Papillengewebe 
ahnlich wie fiir die Retina, die Werte sogar betrachtlich auf der positiven 
Seite der Abszisse liegen, sich also den l’-Werten des Geschwulst 
gewebes nihern. Wir vermégen zunachst nur die Tatsache zu registrieren 
ohne ihre Bedeutung naher erklaren zu kénnen. 

Eine zufallige Nephrektomie bei einem 11 Jahre alten Kinde wegen 
Uretersteinen gestattete uns, wenigstens fiir die anaerobe Glykolyse 
diese Verhaltnisse am gesunden menschlichen Nierengewebe nach- 
Leider lieB sich die Atmung aus Griinden der Technik bei 


zupriifen. 
Es wurde durch 


der operativen Entnahme nicht mehr untersuchen 
eine der deutlich erkennbaren Pyramiden der Niere ein Schnitt gelegt 
und in die drei makroskopisch erkennbaren Abschnitte: Rinde, Mark 
und Papille getrennt. Die sehr gleichmabig ausgefallenen Ausschlige 
des Versuchs in Ringerlésung unter. den sonst iiblichen Bedingungen 


ergaben folgende Werte fiir die einzelnen Abschnitte: 


inde : iw eee 8 10.8 
MES Woo ks Se es Om me 0 13.6 
es We 6A 4s 5. o's: ae 


Wir hatten des weiteren Gelegenheit, die Organe eines 6 Monate 
alten Fétus kurz nach dessen Exitus auf ihre glykolytische Fahigkeit 
hin zu untersuchen. Die Frucht stammte von einer wegen einer ein- 
greifenden Carcinomoperation auf kiinstlichem Wege vorzeitig ent- 
bundenen Patienten. 

Gelegenheit zu dieser Untersuchung sowie hilfreiche Untersttitzung 


bei der Gewinnung des Materials wurde uns in zuvorkommender Weise 
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rch Herrn Prof. v. Oettingen (Universitats-Frauenklinik Heidelberg) 
boten, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
Die Gewebsstoffwechseluntersuchung wurde in Ringerlosung unter 

cen sonst tiblichen Bedingungen durchgefiihrt und ergab folgende Werte : 


See eee ae ae ee a 09 
ee es eae eer ee ee 10.3 
Nierenpapille .......4.4.-. 24.5 
Nierenrinde . .......... LOD 


Die Ergebnisse beider Versuche zeigen, dal beim Menschen die 
gleichen Verhaltnisse vorliegen wie beim Tier. Wir diirfen annehmen, 
daB sich beim ersten Versuch die Werte fiir die Niere des erwachsenen 
Menschen durch die niederere Rindenglykolyse noch etwas plastischer 
herausheben. Der zweite Versuch demonstriert zugleich in eindrucks- 
voller Weise die allgemein hohen Glykolysewerte, besonders auch fir 
die Leber, die beim Erwachsenen betrachtlich geringer zu sein pflegen. 
Die Zahlen fiir die Milzglykolyse sind beim jungen und alten Organismus 
etwa gleich, da dieses Organ gemaB seiner Anlage und seinem spezifischen 
Zellgehalt sich gewissermaBen in einem permanent gleichbleibenden 
Wachstumszustand befindet. Bei dem fétalen Nierenorgan war das 
Mark makroskopisch als gesonderte Schicht nicht zu erkennen. Es 
wurde deshalb vorsichtshalber eine nur schmale Rindenzone und nur 
ganz sicheres Papillengewebe zu diesem Versuch genommen, wahrend 
im ersten Falle der ganze Sagittalschnitt durch die Pyramide in drei 
Teile zerlegt wurde, ohne die einzelnen Schnitte von etwa tibergreifendem 
Zonengewebe zu befreien. In dieser Tatsache mag der Grund fiir den 
treppenférmigen Anstieg der Werte beim ersten, fiir die grobe Diskrepanz 
der Werte beim zweiten Versuch liegen. 


Wir sind davon ausgegangen, daB die schon makroskopisch ohne 
weiteres erkennbare Verschiedenheit des Rinden- und Papillengewebes 
auch zugleich der Ausdruck fiir eine stoffwechselphysiologische Differenz 
sein kénnten. Tatsiichlich lieB sich auch eine solche Qualifizierung der 
einzelnen Abschnitte in sehr betrachtlichem Mabe nachweisen, ohne 
daB damit zugleich auch etwas tiber ihre physiologische Bedeutung 
gesagt sei. Somit bleibt als nachstliegende Frage, ob und wie wir uns 
das Zustandekommen eines derartigen Unterschiedes erklaren kénnen. 
Hier scheint uns die Entwicklungsgeschichte der Niere einige Anhalts- 
punkte zu liefern. Wir erinnern daran, dab die Bildung der Niere aus 
zwei verschiedenen Teilen vor sich geht, und zwar so, dab die Rinde 
aus dem ,,metanephrogenen’ Gewebe (Nachnierenblastem) entsteht, 
wihrend der iibrige Teil dadurch zustande kommt, dab aus der Ureter- 


knospe her Gewebssprossen in das Metanephron einwachsen und die 
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Niere, entsprechend ihren spiteren Pyramiden, in einzelne Lappch 
(Renculi) zerlegen. Wir diirfen annehmen, dab der Mittelwert zwisch: 
dem Quotienten des Rinden- und Papillengewebes, wie wir ihn fiir d 
Markgewebe der jungen menschlichen Niere fanden, dadurch zu « 
kliren ist, daB auch anatomisch um diese Zeit noch keine so schar 
Trennung der Schichten vorhanden ist. bzw. die Markschicht zum Ti 
Bestandteile des friiheren metanephrogenen Gewebes und zum TT: 
aus der Ureterknospe stammendes Gewebe enthalt. 

Die histologische Kontrolle der zum Glykolyseversuch verwendet 
restlichen Nierenpyramide bestatigte diese Auffassung. Es enthielt d 
als Papille bezeichnete Gewebe ausschlieBlich die Sammelréhren, wahrer 
in dem als Mark bezeichneten Gewebe neben den Auslaufern der Samm 
rohren die dicken und diimnen Anteile der Henleschen Schleifen, sowie a 
der éuBeren Peripherie Glomeruli zu sehen waren. 





Abb. 1 
Nierenschnitt einer erwachsenen Ratte mit deutlich erkennbarer Schichtung in Rinden-, Mark 
und Papillengewebe 


Dazu kommt. wie wir das bereits angedeutet haben. dab sich 
makroskopisch bei der Vorbereitung der Gewebsschnitte zum Stoff 
wechselversuch wohl auch ein so scharfes Innehalten der Grenzen nicht 
ermoglichen labt. 

In diesem Zusammenhang ist es notwendig, auch auf die Forschungs- 
resultate Peters iiber die Entwicklung der Niere naher einzugehen. Die 
sich periodenweise herausbildende Schichtung dieses Organs bedingt gewisse 
anatomische Verschiedenheiten der jungen und alten Niere, die fiir unsere 
Betrachtung von Bedeutung sind. Nach diesen Untersuchungen umfabt 
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Nierenpapille der jungen Niere nur die Sammelréhren, wahrend die 
iere der alten Tiere auch noch die diinnen Teile der Henleschen Schleifen 
ithalt. Man kénnte nun vielleicht annehmen, dab diese Teile die Ursache 
r hohen Glykolyse des Papillengewebes seien. Da aber nach unseren 
eststellungen die Papillen, sowohl alter 
ie junger Tiere, eine hohe Glykolyse 
ifweisen, kommt das Vorhandensein 

lieses Kanalsystems nur bei den alteren 
rieren als Ursache fiir die Sonderstellung 
les Papillengewebes nicht in Betracht. 
Umgekehrt ist die Rinde der jungen 
Niere nicht ohne weiteres mit der Korti- 
kalsubstanz der erwachsenen Niere zu 
vergleichen, da sie zum Teil noch 
Kandlchen enthalt, die bei jener im 
Mark liegen, namlich gerade die Henle- 
schen Schleifen. Es kénnte also die 





Differenz in der glykolytischen Fahig- ene 

~ sir é:.. Nierenschnitt eines Rattensauglings 
keit der Nierenrinde junger gegeniiber Die Dreischichtung der erwachsenen Niere 
der alter Tiere durch diese anatomische ist noch nicht erkennbar, die Grenze der 
Verschiedenheit und nicht dureh das dunkleren Rindenzone noch sehr unscharf. 


wachsende Gewebe als solches erklart 
werden. Nachdem wir aber oben gesehen haben, dali wenigstens der 


diinne Abschnitt der Henleschen Schleifen, der ja lediglich durch Diffe- 
renzierung des Epithels des tibrigen Schleifenanteils entstanden ist, nicht 
die erhéhte Papillenglykolyse bedingt, diirfen wir annehmen, da die 
gesteigerte Garungsfaihigkeit der Nierenrinde junger Tiere ebenfalls nicht 
der Anwesenheit der Henleschen Schleifen zugeschrieben werden kann. 


Es ist naheliegend, auf Grund der eben geiuberten Vermutung 
iiber die entwicklungsgeschichtliche Entstehung einer Stoffwechsel- 
verschiedenheit innerhalb eines Organparenchyms nach analogen Ver- 
haltnissen in anderen, anlagegemab aus verschiedenen Teilen zusammen- 
gesetzten Organen zu fahnden. Wir haben aus diesem Grunde gleich- 
sinnige Versuche mit dem Mark- und Rindengewebe der Nebennieren 
unternommen. Leider konnten wir infolge zu grober technischer 
Schwierigkeiten bei dem von uns gewahlten Versuchstier (Hund) keine 
brauchbaren Versuche erzielen. 

Fiir die Uberlassung der Mikrophotogramme sind wir Herrn Prof. 
Hoepke, Anatomisches Institut der Universitat Heidelberg, zu groBem Dank 


verptlichtet. 


Zusammenfassung. 


Die auffallend verschiedenen Werte, die bisher fiir die anaerobe 
Milchsaurebildung von Nierengewebsschnitten gefunden wurden, gaben 
Veranlassung, die einzelnen Nierenabschnitte, Rinde und Papille (Mark), 
in dieser Hinsicht getrennt zu untersuchen. Dabei ergaben sich folgende 
Tatsachen: 
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1. Das Nierenrindengewebe weist sowohl bei jungen wie bei alte 
Tieren eine niedrige, das Nierenpapillengewebe im Vergleich daz 
eine auberordentlich hohe anaerobe Glykolyse auf, die die Milchsiuré 
girung der Rindeetwa um das Vier- bis Fiinffache iibertrifft. In annahern 
umgekehrtem Verhaltnis zu den Glykolysewerten stehen die Quotiente: 
fiir die Atmung in entsprechenden Nierenabschnitten. Die Entstehung 
dieser stoffwechselchemischen Differenz der einzelnen Nierenabschnitt 
wurde mit der Entwicklungsgeschichte der Niere in Zusammenhang 
gebracht. 

2. Die unter den Bedingungen der Ringerlésung auftretend 
aerobe Glykolyse des Papillengewebes ist unter den Versuchsbedingungen 
in vitro und im Serummilieu zum Verschwinden zu bringen. Dagegen 
ergibt der von Warburg zur Klassifizierung der Gewebe vorgeschlagene 
Wert U fiir das Papillengewebe positive bis stark positive Werte 


3. Der bisher unter normalem Gewebe nur fiir die Retina bekannte 
positive (’-Wert findet sich demnach auch in dem Papillengewebe der 
Niere. Diese stoffwechselchemische Besonderheit der Retina wurde 
von Warburg mit ihren physiologischen Funktionen in Beziehung 
gebracht. ‘Trifft diese Annahme zu, dann liegt es nahe, auch fiir das 
Papillengewebe, d.h. fiir die Sammelréhren, in gleicher Weise eine 
besondere funktionelle Leistungsfihigkeit zu vermuten, die man bisher 
fiir dieses Gewebe als einem ausschlieblich abfiihrenden Kanalsystem 
leugnen zu miissen glaubte. 


4. Die gleichen stoffwechselchemischen Besonderheiten, d. h. hohe 
Glykolysewerte des jungen wachsenden Gewebes, ebenso hohe Glykolyse 
des Nierenpapillen- sowie niedrige des Nierenrindengewebes konnten 
analog dem Tiere auch am menschlichen Gewebe nachgewiesen werden. 


Literatur. 
1) Warburg, Posener und Negelein; diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
2) Negelein, ebendaselbst 165, 122, 1925. 3) Gydérqy, Brehme, Brahdy, 
Jahrb. f. Kinderheilkde. 118, 178, 1927; Gydérqy, 37. Tagung d. Deutsch. 
Ges. f. Kinderheilkde. 1926. 4) Brehme, Gydorqy, Keller, Jahrb. f. Kinder- 
heilkde. 120, 1928. 5) Rosenthal und Lasnitzki, Kliwo 1928, 8S. 200. 


6) K. Peter, Verh. der 36. Tagung der Anat. Ges. in Kiel 1927; Derselbe. 
Jena, Verlag Gustav Fischer, 1927. 
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Untersuchungen iiber die Permeabilitit der Zellen. 


XIV. Mitteilung: 
Zur Frage der Ausscheidung der Zuckerarten durch die Speicheldriisen, 


Von 
Jules Jeangros, 


Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.} 
(Eingegangen am 25. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Es ist schon Ofter betont worden, dab die Speicheldriisen ein hochst 
geeigneter Ort sind, um prinzipielle Fragen der allgemeinen Physiologie 
zu entscheiden. Namentlich gilt dies unter anderem von den Problemen, 
welche sich mit der Permeabilitit von Zellen befassen. Ein besonderes 
Permeabilitatsproblem, das sich unter Bedingungen, welche die 
physiologischen Verhaltnisse in natirlicher Weise wiedergeben, unter- 
suchen laBt, ist die Frage nach der Permeabilitét von Zucker, zunichst 
durch die Speicheldriisen. Dieses Problem tritt zum ersten Male in 
einer Arbeit von Weyert' in genauer experimenteller Untersuchung 
zum Vorschein. Dieser Autor fand gelegentlich anderer ihm wichtig 
scheinenden Fragen, dai bei massenhafter intravenéser ‘Trauben- 
zuckerinjektion trotzdem kein Zucker im Speichel auftritt. Erst wenn 
ein Tier durch einen geeigneten Eingriff dem Verenden nahe ist, ver- 
weigerte die Driisenzelle dem Traubenzucker nicht mehr den Durchtritt. 
Das gleiche Problem ist in einer Arbeit von Asher und Cufter* unter- 
sucht worden. Seit diesen Arbeiten sind unsere Kenntnisse tiber die 
Permeabilitat der Zellen wesentlich erweitert worden. Was insbesondere 
die Permeabilitét der Zellen fiir Zucker anbelangt, so liegen hoéchst 
aufschluBreiche Untersuchungen von Hamburger® vor. Derselbe fand, 
daB der Durchtritt oder Nichtdurchtritt durch die Nierenzellen ab- 
hangig sei von der Zusammensetzung der Durchstrémungsflissigkeit, 
und daB insbesondere die Mengenverhaltnisse des Zuckers und der 
Calciumgehalt maBbgebend war. Auf den Calciumgehalt legte er ganz 
besonderes Gewicht. Die Abhangigkeit des Zuckerdurchtritts durch 
die Niere vom Calciumgehalt ist ein héchst beachtenswerter Faktor 


1 P. Weyert, Dubois Arch. 1891, S. 188. 

2 Asher und W. D. Cutter, Zeitschr. f. Biol. 40, 535, 1900, 

> Hamburger und C. L. Alons, diese Zeitschr. 94, 129, 1919; Hamburger 
und R. Brinckmann, ebendaselbst SS, 97, 1918. 
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Es erhebt sich natiirlich die Frage, ob das, was fiir die Nierenze 
giiltig ist, auch fiir die so ganz anders geartete Speicheldriise als richt 
angenommen werden darf. Auf Grund der vorliegenden Kenntnis 
wiirde eigentlich eher daran zu denken sein, daB bei der Speicheldriiss 
zelle andere Verhaltnisse vorliegen. Wenn das der Fall wire. wiir: 
das recht wertvoll sein, um Verallgemeinerungen in der Frage der 
Permeabilitit der Zellen zu verhiiten. So angenehm es sein wiirde, d 
Permeabilitat der Zellen unter einheitlichen Gesichtspunkten by 
trachten zu kénnen, so darf doch diese 6konomische Betrachtungsweise 
nicht dazu fiihren, den richtigen Sachverhalt zu verhiillen. Exper 
mentelle Uberpriifungen miissen hier entscheiden. Das war der Grund 
weshalb ich auf Anregung von Prof. Asher neue Untersuchungen day 
iiber anstellte, wie sich die Zuckerausscheidung durch die Speiche! 
driise verhalt, wenn im Organismus zweckgemibe Variationen, welch 
auf die Zuckerausscheidung von EinfluB sein konnten, gemacht werden 

Die erste Abteilung meiner Versuche sollte sich mit der Frage 
befassen, ob Zucker beim normalen Tiere durch die Speicheldriis: 
durchtritt, wenn verschiedene Zuckerarten, kérpereigene und korper 
fremde, intravends injiziert werden. 

Die zweite Abteilung sollte die Verhaltnisse im Organismus durch 
Erzeugung von hydrimischer Plethora tiefgehend verandern. 


Methodik. 


Zum Auffangen des Speichels kamen die Kaninchen in den im Berner 
Physiologischen Institut iiblichen, fiir solehe Versuche geeigneten KKopt 
kasten. 

Der eleganten Methode von Pawlow, die sich am Hund anwenden labt, 
und die darin besteht, daB man etwa die beiden Ausftihrungsgange der 
Unterkieferspeicheldriise nach auBen verlagert, stellen sich beim Kaninchen 





Abb 1 
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ehr groBe Schwierigkeiten entgegen. Ich habe mich deshalb an die Methode 
les Dr. Takakusu gehalten. Das Wesentliche dieser Methode besteht darin, 
iaB in die Mundhéhle des Kaninchens ein passend geformtes Glasstabchen 
eingefiihrt wird, an dessen beiden Enden der Speichel abflieBt. 

Der in die Mundhdéhle einzufiihrende Glasstab bestand aus einem 
Querteil und zwei senkrecht nach unten ragenden Teilen. Das Quer- 
stabchen war in der Mitte eingewélbt derart, daB die untere Seite der 
Zunge bequem in die Héhlung paBte. Um den ganzen Stab habe ich Pferde- 
schwanzhaare geflochten und diese mit Bindfaden befestigt. Pferdeschwanz- 
haare benutzte ich, weil diese wegen ihrer physikalischen Oberflichen- 
beschaffenheit sehr giinstig sind, um den Speichel daran abflieBen zu lassen. 
Um die Fliissigkeit aufzufangen, habe ich diese an den Fixierpunkten 
zwei Héckerchen an den beiden Umbiegungsstellen nach unten mit 
Faden abgebunden. Bei der Herstellung des Apparats mul darauf geachtet 
werden, da8 er ganz symmetrisch gebaut ist. Der Apparat hat in der Mund- 
héhle des Kaninchens geniigend Platz, vor allem deshalb, weil es zwischen 
den Schneidezihnen und den Backenzéihnen keine Zihne hat. Diese Liicke 
benutzend, legt man den Apparat tief in die Mundhéhle des Kaninchens so, 
daB die Zunge desselben in der Mitte des Apparats in dem gewélbten Teile 
ruht und die beiden Héckerchen, an denen die zur Ableitung des Speichels 
dienenden Pferdeschwanze angebunden sind, in den beiden Backen liegen. 
Die beiden geflochtenen Zépfe hangen dann aus den beiden Mundecken 
des Kaninchens herab. 

Zur Erzeugung eines guten Speichelflusses injizierte ich Pilocarpin. 
Die Pilocarpindosis, von der ich in Voruntersuchungen die nétige Menge 
zur unfehlbaren Speichelabsonderung und die Dauer der Wirkung fest- 
gestellt habe, wurde subkutan dorsal injiziert und betrug 3cem in einer 
Konzentration von 0,1°%. Ich bemerke, da8 ich in mehreren meiner Ver- 
suche Pilocarpin nicht blo8 subkutan, sondern nach Kahn durch Instillation 
in den Konjunktivalsack appliziert habe. Die Tropfenzahl betrug 4 bis 6. 

5 Minuten nach vollendeter Injektion geschah die intravenése In- 
jektion der verschiedenen Zuckerlésungen. Ich habe mich folgender Zucker- 
arten bedient: 

1. Traubenzucker, 4. Lactose, 
2. Saccharose, 5. Galactose, 
3. Fructose, 3. Maltose. 


~ 


Die jeweilige Konzentration steht bei den Protokollen. 

Diese Injektion nahm jedesmal 2 Minuten in Anspruch. Das Intervall 
von 5 Minuten habe ich gewahlt, weil 5 Minuten nach der Pilocarpininjek- 
tion die starke Speichelabsonderung einsetzte, die dann eine halbe Stunde 
lang andauerte. Durch die zeitlichen Verhaltnisse von Pilocarpin- und Zucker- 
injektion war ich sicher, daB die starkste Speichelabsonderung dann statt- 
fand, wenn gleichzeitig der Organismus mit der groBen Zuckermenge tiber- 
schiittet worden war. Der vor, wahrend und nach der Injektion aufgefangene 
Speichel wurde mit der Trommerschen Reaktion auf Zucker untersucht. 
Quantitative Untersuchungen erwiesen sich wegen der Versuchsergebnisse 
als tiberfliissig. Hydramische Plethora habe ich durch intravendse In- 
jektion von 70 ccm 0,9 °%iger kérperwarmer NaCl-Lésung erzeugt. In den 
Versuchen mit hydraimischer Plethora habe ich auBerdem noch, wie in 
der voraufgehenden Versuchsreihe, konzentrierte Zuckerlésungen injiziert. 
In den Versuchen mit hydrémischer Plethora wurden die Kaninchen 


Biochemische Zeitschrift Band 200. 24 
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auf das Kaninchenbrett aufgebunden und katheterisiert. Letzteres gescha! 
wegen der starken Harnflut, die wahrend dieser ganzen Versuchsreihe z 
beobachten war. In allen Versuchen, sowohl denen der ersten als auch dé 
zweiten Versuchsreihe, wurde der Harn des Tieres immer gleichzeitig au 
Zucker gepriift. Die Analyse geschah ebenfalls mit der Trommerscher 
Reaktion. 

Ich bringe zuniéchst meine ersten Versuchsreihen iiber die Folge: 
intravenéser Zuckerinjektionen beim Kaninchen. 


Protokoll 1. 

Kaninchen, 2150 g schwer. Priifung des Speichels des Versuchstieres 
10h 00’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 cem 0,1 %igen Pilocarpins 
10 02: Erstes tropfenweises Auftreten von Speichel. Dieser wird 
10 05: leicht fadenziehend und profus. 

10 42: Abklingen des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels 5 cem 
Dieser wird filtriert und sofort auf Zucker und Eiwei8 gepriift 
Zuckerreaktion nach Trommer negativ. Der EiweiBnachweis mit 
Sulfosalicylséure gelingt dadurch, daB die absolut klare Fliissigkeit 
infolge Ausfallung des vorher gelésten EiweiBes deutlich getriibt 
wird. 


Harnanalyse nach Trommer: negativ. 


Pretokoll 2. 
Kaninchen, 2150 g schwer. Injektion von 5cem 30° ,iger Trauben- 
zuckerlésung in die linke Ohrvene des Tieres. 
8h 55’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 
9 00: Eintreten des ersten Speichelflusses. Sofortige Injektion det 
5cecem 30%iger Traubenzuckerlésung. 


9 30: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
4,5ccem. Filtration desselben. Priifen des Speichels auf Zucker 
nach Trommer : 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 3. 
Kaninchen, 1900 g schwer. Injektion von 10 ccm 50°, iger Trauben- 
zuckerlésung. 

8) 50’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 cem Pilocarpin. 

8 54: Erste Speichelung. Sofortige Injektion der stark sirupésen Fliissig- 
keit in die linke Ohrvene des Tieres. 

9 25: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
5cem. Filtration desselben und anschlieBend Analyse auf Zucker 
nach Trommer: 

1. Probe: negativ. 

2. Probe: negativ. 

Harnanalyse: positiv. 
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Protokoll 4. 
Kaninchen, 1850 g schwer. Injektion von 5cem 30 °jiger Saccharose. 
i4h 40’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 

i4 45: Erster SpeichelfluB. Sofortige Injektion der 5cem 30 °,iger 
Saccharose in die rechte Ohrvene des Tieres. 

15 20: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
4,5cem. Um den Speichel auf eventuell vorhandene Saccharose 
priifen zu kénnen, muBte er zuerst mit einigen Tropfen kon- 
zentrierter HC! versetzt werden, um beim Kochen méglicherweise 
vorhandenen Zucker in Fructose und Dextrose aufzuspalten. 
Dann wurde der Speichel filtriert und nach Trommer auf Zucker 
analysiert. 

l. Probe: negativ. 
2. Probe: negatir. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 5. 
Kaninchen, 2100 g schwer. Injektion von 10 cem 50 °,iger Saccharose. 
9h 30’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 cem Pilocarpin. 

9 34: Erste Speichelung. Sofortige Injektion der stark sirupésen Fliissig- 
keit in die linke Ohrvene des Tieres. 

10 15: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
4cem. Aufkochen mit konzentrierter HCl und Filtration desselben. 
Zuckeranalyse nach Trommer: 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 
Harnanaylse: positiv. 


Protokoll 6. 
Kaninchen, 1850 g schwer. Injektion von 5cem 30° iger Fructose. 
14h 55’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 cem Pilocarpin. 

15 01: Injektion der 5cem 30° iger Fructose in die rechte Ohrvene des 
Tieres. 

15 40: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
4cem. Filtration desselben und anschlieBend Analyse auf Zucker 
nach Trommer: 

1. Probee negatir. 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 7. 
Kaninchen, 2300 g¢ schwer. Injektion von 10 cem 50 %iger Fructose. 
9b 00’: Beginn des Versuches. Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in 
den rechten Konjunktivalsack des Tieres. 
9 08 : Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen der stark sirupésen Fliissig- 
keit in die rechte Ohrvene des Tieres. 
% 40: Unterbrechung des Versuches. Menge des aufgefangenen Speichels : 
3cem. Filtration desselben und Probe auf Zucker nach Trommer: 
1. Analyse: negativ. 
2. Analyse: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 
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Protokoll 8. 
Kaninchen, 2150g schwer. Injektion von 5ccm 30° iger Lactos« 
10h 40’: Beginn des Versuches. Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in de: 
rechten Konjunktivalsack des Tieres. 

10 48: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen der 5 cem 30 °,iger Lactos 
lésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 

11 25: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels 
3,5cem. Filtration desselben und Analyse auf Zucker nac! 
Trommer : 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 9. 
Kaninchen, 1900g schwer. Injektion von 10 ccm 50° iger Lactos« 
105 00’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 


10 04: Erster SpeichelfluB. Sofortiges Spritzen der stark sirupésen 
Fliissigkeit in die linke Ohrvene des Tieres. 


10 35: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 


4.5ccem. Filtration desselben und Probe auf Zucker nach Trommer : 
1. Analyse: negativ. 
2. Analyse: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 10. 
Kaninchen, 2050 g schwer. Injektion von 5cem 30°,iger Galaktose. 
10b 55’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 ccm Pilocarpin. 


11 00: Erste Speichelung, dann sofortiges Spritzen der 5cem 30° iger 
Galaktoselésung in die linke Ohrvene des Tieres. 


11 30: Abklingen des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 4,5 cem. 


Filtration und Analyse desselben auf Zucker nach Trommer: 
1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 11. 


Kaninchen, 2300 g schwer. Injektion von l0cem 50° ,iger Galaktose. 


145 45’: Beginn des Versuches. Injektion von 3 cem Pilocarpin. 


i4 50: Auftreten des ersten Speichelflusses. Sofortiges Injizieren der 


stark sirupésen Galaktoselésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 


15 30: Unterbrechung des Versuches. Menge des aufgefangenen Speichels: 


4cem. Filtration desselben und Probe auf Zucker nach Trommer: 
1. Analyse: negativ. 
2. Analyse: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 
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Protokoll 12. 


Kaninchen, 2100g schwer. Injektion von 5cem 30°%%iger Maltose. 
jb 25’: Beginn des Versuches. Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in 
den linken Konjunktivalsack des Kaninchens. 

\) 35: Erste deutliche Speichelung. Sofortiges Spritzen der 5 cem 30 °Giger 
Maltoselésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 

11 10: Unterbrechung des Versuches. Menge des aufgefangenen Speichels : 
3,5cem. Filtration desselben und Analyse auf Zucker nach 
Trommer : 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negatir. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 13. 
Kaninchen, 1850 g schwer. Injektion von l0cem 50° ,iger Maltose. 

145 45’: Beginn des Versuches. Injektion von 3ccm Pilocarpin. 

14 55: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen der stark sirupésen Maltose- 
lésung. 

15 30: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen! Speichels: 
3,5ccem. Filtration desselben und anschlieBend Zuckeranalyse 
nach Trommer: 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Das Ergebnis aller vorstehend mitgeteilten Versuche ist ein volistandig 
eindeutiges. In keinem einzigen Falle trat Zucker in den Speichel iiber. 
Vielleicht das Bemerkenswerteste an diesem Befunde ist, daB der Nicht- 
iibertritt von Zucker in den Speichel fiir alle von mir angewandten Zucker- 
arten gilt. Die Speicheldriise verwehrt also sowohl den im Organismus, 
d.h. im Blute vorkommenden Zuckerarten den Ubertritt in den Speichel 
wie auch denjenigen, welche nicht unter normalen Bedingungen im Blute 
kreisen. Die Abwehr der Speicheldriisenzellen gegen Kohlehydrate ist 
demnach eine sehr weitgehende. Die Behauptung, daB die Speicheldriisen- 
zelle dem Zucker den Durchtritt in den Speichel verwehrt, mu8 richtig 
verstanden werden. Diese Abwehr ist keine vollstandige. Denn sowohl! 
die alteren Versuche von Asher und seinen Mitarbeitern als auch die neueren 
von Anrep haben gezeigt, daB die Speicheldriise bei ihrer Tatigkeit Kohle- 
hydrate verwertet. Folglich miissen Kohlehydrate aus dem Blute in die 
Speicheldriise gelangt sein. Das einzige, was fehlt, ist, wenigstens fiir den 
Traubenzucker, nicht das Auslesevermégen, sondern das Scheidevermégen 
fiir Zucker. Gibt man die Richtigkeit dieser Betrachtungen zu, so wiirde 
sich fiir Traubenzucker eine verschiedene Permeabilitét der spezifischen 
Zelle auf der dem Blute zugewandten Seite und auf der dem Sekretweg 
zugewandten Seite ergeben. 

Ein weiteres Resultat der mitgeteilten Versuche ist die erneute Be- 
staétigung, daB die Permeabilitat der Speicheldriisenzelle und die Permea- 
bilitat der Niere gegeniiber Kohlehydraten eine ganz andere ist. Dadurch, 
daB ich recht verschiedene Zuckerarten angewandt habe, werden die von 
Weyert gewonnenen Erfahrungen wesentlich erweitert. 


Der zweite Teil meiner Versuche befaBte sich, wie in der Einleitung 
erwahnt wurde, mit der Frage der Permeabilitat der Speicheldriise fiir 


a2 
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Zucker unter der neuen Bedingung, daB gleichzeitig im Tiere eine hy: 
mische Plethora erzeugt wurde. Durch die Art und Weise, wie ich zuf 
meiner oben beschriebenen Methodik hydramische Plethora erzeugt ha) 
war mit der allgemeinen Verdiinnung des Blutes noch ein anderer Fak 
experimentell veraindert worden, dem man fiir die Permeabilitat aus m« 
fachen Griinden eine besondere Bedeutung beizumessen pflegt. Die Zut 
einer verhaltnismaBig groBen Menge von reiner Kochsalzlésung verand 
die relativen Verhaltnisse der Calciumionen im Blute. Gerade die Caleiu I 
ionen sind nach den Versuchen von Hamburger von gréBtem EinfluB . 
die Permeabilitat der Nierenzellen fiir Zucker. 

Die Versuche dieser Reihe verliefen im tibrigen genau wie die friihere: 
Aber in ihrem Verlauf zeigte sich doch ein durch die hydramische Pleth: 
bewirkter Unterschied. Es war nimlich die Speichelabsonderung, wie au 
den nachfolgenden Protokollen hervorgeht, sehr viel starker, und aw 
andere Sekretionen, z. B. Traénen- und Harnabsonderung, waren deutlic! 
verstarkt, wie zuerst in der klassischen Arbeit von Cohnheim und Lichthein 
beobachtet worden ist. Die bekannten Verainderungen infolge hydramiscly 
Plethora waren demnach in meinen Versuchstieren zum Ausdruck gelanyt 
Nichtsdestoweniger waren hinsichtlich der Zuckerausscheidung durch di: 
Speicheldriise alle meine Versuche véllig negativ. Das Nahere geht aus de: 
nachfolgenden Protokollen hervor. 


Protokoll 14. 


Kaninchen, 2150 g¢ schwer. 


9h 30’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem kérperwarny | 
0,9 °,iger NaCl-Lésung in die rechte Ohrvene des Tieres zur E) 
zeugung hydrémischer Plethora. | 

9 35: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

9 38: Erste Speichelung. Sofortige Injektion von l0cem 50% ige: 


Traubenzuckerlésung in die linke Ohrvene des Kaninchens. 
10 15: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichel- 
3leem. Filtration desselben und Zuckeranalyse nach T'romn 
1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 15. 
Kaninchen, 1900 ¢ schwer. 

14h 30’: Beginn des Versuches. Injektion von 70ccem kérperwarme: 
0,9 °Giger NaCl-Lésung in die linke Ohrvene des Tieres. 

14 34: Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in den linken Konjunktiva! 
sack. 

14 40: Erster deutlicher Speichelflub. Sofortiges Spritzen von 15 cen 
60 °.iger Traubenzuckerlésung in die rechte Ohrvene des Kanin 
chens. 

15 20: Unterbrechung des Versuches. Menge des aufgefangenen Speichels 
22cem. Filtration desselben und Priifung auf Zucker nac! 
Trommer : 

1. Analyse: negativ. 
2. Analyse: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 
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Protokoll 16. 


Kaninchen, 2100 g¢ schwer. 

105 00’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem kérperwarmer, 
0,9 °iger NaCl-Lésung in die linke Ohrvene des Tieres. 

10 06: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

10 11: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen von l0cem 50° ,iger 
Saccharose in die rechte Ohrvene des Kaninchens. 

10 40: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
32cem. Zusetzen einiger Tropfen konzentrierter HCl und Kochen 
desselben. Hierauf Filtration und Zuckeranalyse nach Trommer: 

l. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 17. 


Kaninchen, 2300 g¢ schwer. 

9b 30’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem kérperwarmer, 
0,9 %iger NaCl-Lésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 

% 35: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

9 40: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen von licem 60 %iger 
Saccharose in die linke Ohrvene des Kaninchens. 

10 25: Abbrechen des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 30 ccm. 
Zusetzen einiger Tropfen konzentrierter HCl und Aufkochen des- 
selben. Dann Filtration desselben und Zuckeranalyse nach 
Trommer: 

1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 18. 
Kaninchen, 1900 g schwer. 

9) 45’: Beginn des Versuches. Erzeugung hydrimischer Plethora mit 
70 cem kérperwarmer, 0,9°%iger NaCl-Lésung durch Injektion in 
die rechte Ohrvene. 

9 50: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

9 55: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen von l0cem 50° oiger 
Fructose in die linke Ohrvene des Kaninchens. 

10 30: Unterbrechung des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 
25 ccm. Filtration desselben und Priifen auf Zucker nach T'rommer : 


1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 
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Protokoll 19. 


Kaninchen, 2100 g schwer. 
145 30’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem_ kérperwar: 
0,9 °Ziger NaCl-Lésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 
14 36: Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in den rechten Konjunkti\ 
sack des Kaninchens. 
14 44: Erster deutlicher SpeichelfluB. Sofortiges Spritzen von 15 « 
60 %iger Fructoselésung in die linke Ohrvene des Tieres. 
15 30: Abklingen des Versuches. Menge des aufgefangenen Speich: 
I8cem. Filtration desselben und Zuckeranalyse nach Tromnv 
1. Probe: negativ. 
2. Probe: negativ. 


Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 20. 


Kaninchen, 2150 g schwer. 
15b 15’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem kérperwarmer, 
0,9 %iger NaCl-Lésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 
15 22: Injektion von 3ccm Pilocarpin. 
15 27: Erste Speichelung. Injektion von 10cem 50°%iger Lactose in 
die linke Ohrvene des Kaninchens. 
16 05: Unterbrechung des Versuches. Menge des aufgefangenen Speichels 
28cem. Filtration desselben und Zuckerprobe nach Trommer: 
1. Analyse: negativ. 
2. Analyse: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 21. 


Kaninchen, 1800 g schwer. 
10b 00’: Beginn des Versuches. Erzeugung hydramischer Plethora durc! 
Injektion von 70cem kérperwarmer, 0,9°%iger NaCl-Lésung i! 
die rechte Ohrvene des Tieres. 
10 08 : Instillation von 6 Tropfen Pilocarpin in den rechten Konjunktiva! 
sack des Kaninchens. 
10 12: Erster SpeichelfluB. Sofortiges Injizieren von licem 60 %igt 
Lactose in die linke Ohrvene des Tieres. 
10 50: Versuch abgebrochen. Menge des aufgefangenen Speichels: 17 cen 
Filtration desselben und anschlieBend Zuckeranalyse nach T'romme 
1. Probe: negativ. ° 
2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 








war! 


nktiva 


eiche 
omnu 


armer, 


se 1 


chels 
er: 


lure! 
iz ir 


ival- 


plze! 


SCTh 
mer : 








Permeabilitat der Zellen. XIV. 377 


Protokoll 22. 
Kaninchen, 2100 g schwer, 
0b 20’: Beginn des Versuches. Erzeugung hydramischer Plethora durch 
Injektion von 70cem kérperwarmer, 0,9°,iger NaCl-Lésung in 
die rechte Ohrvene des Tieres. 
0 25: Injektion von 3cem Pilocarpin. 
10 30: Erste Speichelung. Sofortiges Spritzen von l0cem 50° >iger 
Galaktose in die linke Ohrvene des Kaninchens. 
11 10: Versuch abgebrochen. Menge des aufgefangenen Speichels: 30 cem. 
Filtration desselben und anschlieBend Zuckeranalyse nach Trommer : 
1. Probe: negativ. 2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 23. 
Kaninchen, 1900 g¢ schwer. 
15h 45’: Beginn des Versuches. Injektion von 70cem kérperwarmer, 
0,9° iger NaCl-Lésung in die rechte Ohrvene des Tieres. 
Injektion von 3cem Pilocarpin. 
Erste Speichelung. Sofortige Injektion von licem 60° iger 
Galaktoselésung in die linke Ohrvene des Kaninchens. 
16 30: Versuch abgebrochen. Menge des aufgefangenen Speichels: 27 cem. 
Filtration desselben und Probe auf Zucker nach Trommer: 
l. Probe: negativ. 2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 24. 
Kaninchen, 2150 g schwer. 

105 40’: Beginn des Versuches. Erzeugung hydramischer Plethora durch 
Injektion von 70cem kérperwarmer, 0,9°,iger NaCl-Lésung in 
die linke Ohrvene des Tieres. 

10 45: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

10 51: Erste Speichelung. Sofortiges Injizieren von 10 cem 50 °oiger 
Maltose in die rechte Ohrvene des Kaninchens. 

11 30: Abbruch des Versuches. Menge des erhaltenen Speichels: 30 cem. 
Filtration desselben und Zuckeranalyse nach T'rcommer: 

l. Probe: negativ. 2. Probe: negativ. 
Harnanalyse: positiv. 


Protokoll 25. 
Kaninchen, 1800 g¢ schwer. 

9b 50’: Beginn des Versuches. Erzeugung hydraimischer Plethora durch 
Injektion von 70cem kérperwarmer, 0,9°,iger NaCl-Lésung in 
die linke Ohrvene des Tieres. 

9 55: Injektion von 3cem Pilocarpin. 

10 OL: Erster SpeichelfluB. Sofortiges Spritzen von licem 60° iger 
Maltoselésung in die rechte Ohrvene des Kaninchens. 


10 45: Versuch unterbrochen. Menge des aufgefangenen Speichels: 
25cem. Filtration desselben und Probe auf Zucker nach T'rommer: 
1. Analyse: negativ. 2. Analyse: neqgativ. 


Harnanalyse: positiv. 


24" 
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Auch in diesen Versuchen handelt es sich nicht bloB darum, daB nu 
Traubenzucker, sondern daB Saccharose, Fructose, Lactose, Galaktos 
und Maltose nicht in den Speichel tibertreten, obwohl recht groBe Menge: 
von diesen Zuckerarten in das Blut injiziert worden sind und die Speiche! 
driise unter dem doppelten EinfluB von Pilocarpin und hydramische 
Plethora zur starksten Tatigkeit angeregt ist. Diese starke Tatigkeit 
welche als eine Steigerung der Permeabilitaét aufgefaBt werden kann, andert 
nichts an dem mangelnden Scheidevermégen gegeniiber  kristalloiden 
Zuckerarten verschiedenster Konfiguration. Die Niere verhalt sich ganz 
anders. Ich habe mich sowohl in diesen Versuchsreihen wie auch itibrigens 
in den voraufgehenden, durch Untersuchungen des Harns davon itiber 
zeugt, daB in jedem Falle Zucker in den Harn iibergetreten war. Durch 
diesen Nachweis geht der tiefgehende Unterschied zwischen der Permea 
bilitat der Speicheldriisenzelle und derjenigen der Nierenzelle erneut hervor. 
Weder die Vermehrung des normalen Zuckers, noch die Zufuhr blutfremder 
Zucker, noch die Verwiisserung des Blutes, noch die Veranderung in den 
relativen Verhaltnissen der Calciumionen vermag die Permeabilitat be- 
ziiglich des Scheidevermégens der Speicheldriisenzellen gegeniiber Kohle 
hydraten zu veraindern. Diese Tatsachen zeigen, dab allgemein physiolo- 
gische Betrachtungen tiber die Permeabilitaét dem natiirlichen Sachverhalt 
nicht gerecht werden. Es handelt sich um Sonderprobleme, die einzeln 
fiir sich untersucht werden miissen, und wo biologisch die jede Zellart 
auszeichnenden Besonderheiten das eigentlich aufschluBreiche tiber das 
physiologische Geschehen sind. 


Zusammengefapt, ist der wesentliche Inhalt der vorstehenden Arbeit 
der nachfolgende : 

1. Intravendse Injektion der verschiedensten konzentrierten Zucker- 
lisungen bei gleichzeitiger starker Speichelabsonderung infolge Pilo- 
carpininjektion veranlaBte keinen Ubertritt der verschiedenen von mir 
angewandten Zuckerarten in den Speichel. 

2. Wurde den genannten Eingriffen noch durch intravenése Injektion 
von 0.9°iger kérperwarmer NaCl-Lésung hydramische Plethora hinzu- 
gefiigt, so trat nichtsdestoweniger keine der angewandten Zuckerarten 
in den Speichel tiber. 

3. Der Nichtiibertritt von Zuckerarten in den Speichel und jedes- 
malige Ubertritt derselben in den Harn sprechen dafiir, dab die Per- 
meabilitat der Speicheldriisenzellen und diejenigen der Nierenzellen 
tiefgehend voneinander verschieden sind und sich nicht durch allgemein 


physiologische Betrachtungen zutreffend darstellen lassen. 
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Methodische Untersuchungen iiber die alveolare Gasspannung. 


Von 
Ilokan Rydin. 


{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 
(Eingegangen am 29. Juli 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der groben Bedeutung, welche die Werte der alveolaren Gas- 
spannung fiir die Lehre von der Atmung und die Lehre vom Kreislauf 
gewonnen haben. ist es erforderlich, iiber den Sicherheitsgrad der Methode, 
mit welcher diese Werte gewonnen werden, im Klaren zu sein. 

Dab trotz der vielen, aber erfolgreichen experimentalkritischen Unter- 
suchungen noch Schwierigkeiten bestehen, geht auch aus den neuesten 
zusammentassenden Darstellungen tiber die Alveolarluft und den sehad- 
lichen Raum der Atemwege hervor, auf welche ich auch wegen der Gesamt- 
literatur auf diese Stelle verweise'. Einen groBen Fortschritt nach einer 
gewissen Richtung bedeutet die Einfiihrung der automatischen Methode 
der Gewinnung der Alveolarluft am Menschen durch Henderson und Haggard ®. 

Den Ausgangspunkt aller neuen Betrachtungen bildet die klassische 
Haldanesche Methode, deren Uberlegenheit in der direkten  ex- 
perimentellen Bestimmung der Alveolarluft besteht. Freilich kann 
diese Uberlegenheit mur insofern anerkannt werden, als die Methodik 
vor Fehlerquellen gesichert ist, nur dann sind sowohl die erhaltenen 
Werte fiir die alveolare Gasspannung und die daraus errechneten Werte 
des schidlichen Raumes richtig. Die viel diskutierten Fehlerquellen 
der Methode sind zweierlei Art. Erstens diejenige prinzipieller Natur, 
die aus den physikalischen und physiologischen Bedingungen erwachsen, 
die bei der Gewinnung der Alveolarluft vorhanden sind und die selbst 


1G. Liljestrand, Chemismus des Lungengaswechsels, Bethe, Handb. 
d. norm. u. pathol. Physiol. 2, 98 bis 215, 1925; A. Loewy, Die Gase des 
Kérpers und der Gaswechsel, Handb. d. Biochem. von Oppenheimer, 
2. Aufl., 6, 90 bis 115, 1923. 

2 Y. Henderson und H.W. Haggard, Amer. Journ. of Physiol. 73, 


193, 1925. 
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in Handen der geiibtesten Experimentatoren zu unnchtigen Werte 
fiihren. Die anderen Fehlerquellen sind solche, die bei der praktische 
Anwendung der Methode vorkommen, namentlich dann, wenn au 
diagnostischen Griinden von im Experimentieren ungeiibten Persone: 
Alveolarluft gewonnen werden muB. Um mit der letzteren Fehlerquell 
zu beginnen, ist bekannt. dab die Methode nicht so leicht zu handhaber 
ist wie im allgemeinen angenommen wird. Die Atemmechanik be 
Gewinnung der Alveolarluft spielt eine ganz grobe Rolle. Henderson 
und fHaggards automatische Methode schaltet selbst bei Ungeiibte: 
die Méglichkeit unrichtiger Atemmechanik bei Gewinnung der Alveolar 
luft weitgehend aus 

Was die prinzipielle Seite anbelangt. so erscheint mir auf Grund 
der vorliegenden Experimentalkritik die /a/danesche Methode innerhalb 
des Bereichs ganz bestimmt definierter Grenzen als nachgewiesener- 
maben richtig. Nur wie weit dieser Grenzbereich reicht, mu immer 
noch Gegenstand experimentalkritischer Untersuchungen sein. Die 
nachfolgenden Untersuchungen, die ich auf Anregung von Professor 
Asher gemacht habe, beschiftigen sich mit dem Einflu} einiger Versuchs 
variablen, welche bei der praktischen Anwendung der Methode entwede1 


in gewollter oder ungewollter Weise vorkommen 


I, Bestimmung der alveolaren C0O,- und ©,-Spannung bei verschiedener 
Atemtiefe und unter Anwendung verschiedener Atemventile. 


Meine erste Versuchsreihe beschaftigt sich mit der Bestimmung de1 
alveolaren CO,- und O,-Spannung sowohl bei verschiedener Atemtiefe wie 
auch bei Verwendung verschiedener Atemventile. Auch der Untersehied, 
ob man sich nur eines einzigen AtemstoBes oder eines Sammelverfahrens 
bediene, wurde beriicksichtigt. 

Das erste Verfahren, welches ich anwendete, war die Bestimmung 
der alveolaren CO,- und O,-Spannung bei verschiedenen Atemtiefen mit 
dem von Yamada’ beschriebenen Ventil von Asher. Dieses Ventil eignet 
sich wegen eines Nebenweges ganz besonders, um den EjinfluB der ver- 
schiedenen Atemtiefen zu untersuchen und vor allem auch um die Versuchs- 
person lingere Zeit vor Gewinnung der Alveolarproben in der gewiinschten 
Atemmechanik zu halten. Die Anordnungen, die ich zu meinen Versuchen 
getroffen habe, beschreibe ich an Hand der beistehenden Abb. 1. Die 
beiden Wege der Einatmungsseite blieben frei. Von den beiden Wegen 
der Ausatmungsseite (Abb. rechts) wurde der vertikale Schenkel durch 
einen Schlauch mit einer Prazisionsgasuhr (geliefert von der Firma Stoppani 
& Co., Bern) verbunden. Die horizontal gestellte Offnung wird mit einem 
2m langen Schlauch, wie in der urspriinglichen Haldanemethode, ver- 
bunden. Das dicht hinter dem Ausatmungsventil sitzende  kapillare 
Roéhrehen wird mit einer mit Hg gefiillten Geisslerschen Biirette verbunden, 
welche zum Aufsammeln der Alveolarluft dient. Die Biirette faBt 330 ccm. 
Das untere Ende der Biirette steht vermittelst eines Gummischlauchs mit 


1 M. Yamada, diese Zeitschr. 98, 27, 1918. 
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em QuecksilbergefaB in Verbindung. Letzteres dient dazu, nach Aut- 
nmeln der Alveolarluft dieselbe in bekannter Weise in den Haldaneschen 


isanalysenapparat tberzuftihren. 





Abb. 1. 





Abb. 2. 


Meine erste Aufgabe war. die Atemtiefe bei gewéhnlicher. ruhiger 
Atmung zu bestimmen. Das Exspirationsventil wird mit der Gasuhr ver- 
bunden. Die Nase wird mit einer Klemme verschlossen, das Mundstiick 
zwischen die Lippen gesetzt und die Atmung durch die Gasuhr wird fort- 
gesetzt. bis sie mehrere Minuten auf einen konstanten Mindestwert hinab- 
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gegangen ist. Dann wird die Atemtiefe abgelesen. Gleichzeitig habe 
auch die Atemfrequenz pro Minute mit einer Uhr bestimmt. Durch dix 
Verfahren kann man ganz genau die Atemtiefe bei gewohnlicher, ruh 
Atmung erhalten. Die Atemtiefe unter diesen Bedingungen betrug 
mir 670cem mit einer Frequenz von 12 Atmungen pro Minute. 

Dann ging ich dazu iiber, die Alveolarluft bei gewéhnlicher, rul 
Atmung zu bestimmen. Nachdem ich unter genauer Achtgebung aut 
Atemtiefe und Frequenz etwa 10 Minuten durch die Gasuhr geatmet hat 
wurde bei einem Versuch am Ende der Inspiration, bei dem anderen 
Ende der Expiration rasch das Ventil in Verbindung mit dem Halda 
schen Schlauch gesetzt, worauf ein kraftiger ExpirationsstoB gema 
wurde. Sofort nach Beendigung des AusatmungsstoBes wird die \ 


bindung des Ausatmungsventils mit der Gasuhr wieder hergestellt. Di 


Atmung geht wie friiher durch die Gasuhr vor sich, waihrend die Alveo! 
luft in die Biirette durch Senkung des Quecksilberniveaus hereingesai 
wird. Dieses Verfahren wurde vier- bis fiinfmal wiederholt.  Jedes: 
wurden etwa 60 cem Alveolarluft in die Biirette aufgenommen. Der obx 
Hahn der Biirette wird geschlossen und etwas Quecksilber in die Biirett: 
wieder hineingetrieben, um Uberdruck zu bekommen. Nach der A 
sammlung der Alveolarluft erfolgt die Uberleitung des Gases in den Halda) 


schen Gasanalysenapparat, wo der CO,- und O,-Gehalt in gewéhnliche: 


Weise bestimmt wird. Als Absorptionsfliissigkeit des Sauerstoffs dient: 
Natriumhydrosulfit. Die Ergebnisse sind immer Mittelwerte von zw 
Analysen. Um den etwaigen EinfluB der Nahrung konstant zu_halten, 


habe ich meine Versuche stets 2 Stunden nach der Nahrungsaufnahme 
begonnen. 

Ich mache noch darauf aufmerksam, da meine Methode eine Same 
methode war. Es sind eine Reihe von Sammelmethoden beschrieben worde: 
Im Physiologischen Institut in Bern hat Supersaro! sich einer Samm 
methode unter Anwendung des Asherschen Ventils zur Priifung des En 
flusses der Atemtiefe auf die alveolare Gasspannung bedient. Meine Unter 
suchungen unterscheiden sich von denen Supersavos in einem physiologische: 
und einem methodologischen Punkte. Der physiologische ist der, dat 
Supersaxo auch die Frequenz willkiirlich einstellte, der methodologische 
daB er die Gase iiber saurem Wasser auffing. Letztere Methode hat dazu 
gefiihrt, daB wahrscheinlich seine Werte fiir CO, zu niedrig sind. 

Sodann schritt ich dazu, die alveolare Gasspannung bei der Atemtief: 
von 500, 1000 und 1330 zu bestimmen. Da mir daran lag, bei jeder Grob 
der Atemtiefe méglichst miihelos zu atmen, habe ich nur darauf geachtet. 
meine Atmung so einzuregeln, daB die gewiinschte Atemtiefe erreicht 
wurde. Auf die Frequenz der Atmung habe ich willkiirlich keinen Einflul 
ausgetibt, sondern wie vorher bestimmt. Auf diese Weise ist es gekommen, 
daB mit Zunahme der Atemtiefe die Frequenz meiner Atmung mehr und 
mehr abnahm. Bei Multiplikation der freiwilligen Atemfrequenz mit de: 
gewollten Atemtiefen ergibt sich annahernd das gleiche Minutenvolumen 
Aus diesem Umstand ziehe ich den SchluB, daB es mir gegliickt ist, 
die verschiedenen Atmungsversuche wirklich unter physiologischen B« 
dingungen auszufiihren, indem meine Atmung trotz der willkiirliche: 
Komponente unter der Herrschaft eines Regulationsmechanismus ge 
standen hat. 


1 P, Supersaxo, diese Zeitschr. 106, 56, 1920. 








uh 
aul 
hat 
en 
wlda 
Tmhacht 
\ 
Di 
veolar 
esalivt 
lestia 
Ober 
uiret te 
Au 
ddan 
iliches 
dlients 
zZWwel 
alten, 


rahe 


Tilre 
rrder 
nme! 

Kin 
“nter 
schen 

dal 
ische, 


dazu 


ntiet 
robe 
‘htet, 
eicht 
nflul 
nen, 
und 
+ den 
men. 
ist, 
Be 


ichen 


ge 








Methodische Untersuchungen tiber die alveolare Gasspannung. 33 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe teile ich in nachfolgender Uber- 
sic htstabelle und den Tabellen Il, III, [TV und V mit. Erstens zeigt sich, 
lo fiir mich die Atemtiefe von 500 cem nicht hinreicht, um reine Alveolar- 

t zu erhalten. Die Werte sind fiir die CO,-Spannung niedriger als bei 

er Atemtiefe von 670cem. Die alveolare CO,-Spannung betragt im 
Mittel, bei einer Atemtiefe von 500 cem, 35.80 mm Hg. Es ist ja derselbe 
Wert, wie fiir die viel gréBeren Atemtiefen 1000 und 1330cem. Bei 670 cem 
\temtiefe betrigt die alveolare CO,-Spannung 39,32mm Hg. Diesen 
Wert betrachte ich als den normalen fiir mich unter den obwaltenden 
Versuchsbedingungen. Ganz in Einklang mit diesem SchluB steht auch 
lie Tatsache, daB die Atemtiefe von 670cem mit der Atemfrequenz 12 
liejenige Atmung war, die meine natiirliche und ganz unbewuBte ist. Bei 
ler Atemtiefe 1000 und 1330 ist praktisch die alveolare CO,-Spannung 
gleich. Diese Gleichheit weicht scheinbar von vielfachen Angaben de 
Literatur ab. Die Abweichung ist nur scheinbar, weil man eine Verminderung 
von CQO,-Konzentration und CO,-Spannung nur dann findet, wenn die 
Ventilationsgr6Be gesteigert ist. In meinen Versuchen geht aber Hand in 
Hand mit der vermehrten Atemtiefe eine wesentlich verminderte Frequenz. 
Die lange Dauer des Aufenthalts der Luft in der Lunge wirkt der vermehrten 
\temtiefe entgegen. 

Meine zweite Versuchsreihe geschah unter Anwendung einer Modifika- 
tion des Ventils von Henderson-Haggard zu automatischer Sammlung der 
\lveolarluft. Die Modifikation besteht darin, daB ein Bokrsches Ventil 
in passender Weise so umkonstruiert wurde, daB es die von He nderson und 


Tale lle a. 


Ubersichtstabelle der alveolaren CO,- und O,-Bestimmung bei verschiedenen 
Atemtiefen mit dem Ventil Asher. 
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Haggard angegebenen Einrichtungen mit enthielt. Der schadliche Raw 
dieses Ventils betrug 50cem. Eine mir nicht unwesentlich erscheinend 
Abweichung von dem Henderson-Haggard-Ventil ist die Verminderw 
des toten Raumes jenseits des Ausatmungsventils. Bei dem urspriinglich: 
Ventil Henderson-Haggard besteht die Gefahr, daB im Anfang der Entnahn 
der Alveolarluft stagnierende Luft abgesaugt wird. Beistehende Abbildun, 
bei dem Ventil soll den Unterschied veranschaulichen. 


> 

















| i 


Abb. 3. Original-Ventil Henderson-Haggard Abb. 4. Modifiziertes Ventil Henderson-Hagga 


Alle iibrigen Bestandteile der Anordnung sind aus der Abb. 2 e 


sichtlich. Auf dieser Abbildung ist auch noch das groBe Respirations 
spirometer des Berner Physiologischen Instituts, 250 Liter fassend, mit 
abgebildet. Ich brauchte dieses Respirationsspirometer fiir diejeniger 


Versuchsreihen, in denen ich gleichzeitig die Ausatmungsluft analysierte 

Im iibrigen verliefen meine Versuche wie in der vorhergehenden 
Versuchsreihe. Der einzige Unterschied bestand darin, da8 ich in eine) 
Anzahl von Versuchen bei dem Aufsammeln der Alveolarluft auch eine 
Voratmung von 20 Minuten verwendete. 

Die Ergebnisse dieser Versuche teile ich in der Ubersichtstabelle V1 
und den Einzeltabellen VII, VIIT, [IX und X mit. Qualitativ sind die Ergeb- 
nisse dieser Versuchsreihen in bezug auf alveolare CO,- und O,-Spannung 
genau die gleichen wie in den friiheren Reihen. Aber quantitativ liegt ein 
Unterschied vor, indem alle Werte der CO,-Spannung bei dem Venti! 
Henderson-Haggard niedriger sind und entsprechend alle Werte der Sauer- 
stoffspannung héher. Doch sind die letzteren Unterschiede viel geringe: 


Tabelle VI. 


Ubersichtstabelle der alveolaren CO,- und O,-Bestimmung mit Venti! 
Henderson-Haggard. 





Rains CO, in Partieller Oz in Partieller 
Atem- | Frequenz metrischer trockener Pg oar trockener O-Druck Zahi der 
n teuchter larluft | 2 feuchter 
tiete | pro Min. Druck Alveolarluft Alveolarluft Alveolarlu Alveolarluft Versuche 
com mm Hg 05 mm Hg % mm Hg 
500 15 710 5,11 33,83 15,74 104,43 6 
670 12 715 5.46 36,44 15,36 102,61 6 
1000 8 709 5,02 33,50 15,82 104,80 6 


1330 6 709 4.98 33,00 15,88 105,18 6 
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Baros 
metrischer 
datum u. Std. ‘ Yruck 
1927 mm Hg 
25. VIL. 15 710 
25. VII. 17 710 
25. VII. 18 710 
26. VII. 15 719 
26. VII. 17 709 
26. VII. 18 709 
Durchschnitt : 710 
Grenzwert: 709—71° 


Bemerkungen: 
500 cem. 


Tabell VIIT.Alveolare CO,-u. O, Bestimmung mit Vent il He nderso Haaaard., 


Das 


CQ, in 
trockener 
Alveolarluft 


0 


DAS 
5,02 
5.11 
5,10 
5,07 
5.18 


5,11 
5,02- 


im emer 


5,18 


Atmung ausgeatmete 
Frequenz 15 Atmungen pro Minute. 


Partieller 


C OgsDruc Os; in 

im feuchter isk, 

Alveolariutt 
mm Hg %o 
34,14 15,76 
33,28 15.81 
33,88 15,70 
33,81 15,79 
33.56 15,78 
34,29 15,71 
33,83 15,74 

33,28— 34,29 15,70—15,81 


Volumen 


Partieller 
Oy-Druck in 
teuchter 
Alveolariutt | 
| 


mm Hg 


104,49 
104,82 
104,09 
104.68 
104.46 
104.09 


104.43 
104,00-104,82 


bet rug 





Baro: 
Datum u. Std. mpemer 
1927 mm Hg 
23. VIL 9 715 
23. VIL. 11 715 
23. VIL. 13 715 
23. VII. 16 717 
24. VII. 9 714 
24. VIL. 11 714 
Durechscbnitt: 715 
Grenzwert: 714—717 
Bemerkungen: Das 


670 eem. 


Tabelle 1X. Alveolare CO,-u. O,-Bestimmung mit Ventil Henderson Haagard. 


CQ, in 
trockener 
Alveolarluft 


5.54 
5.44 
5.55 
5.42 
531 
5.47 
5.46 
5,31—5,54 


in emer 


Atmung 
Frequenz 10 Atmungen pro Minute. 


Partieller 
C Oy-Druck 
in teuchter 


Os in 
trockener 
Alveolariuft 


Alveolarluft 

mia Hg 

37.01 15,29 
36.34 15,35 
37.07 15,27 
36.31 15,38 
35.41 15,53 
36.48 15,35 
36.44 15.36 

35,41—37,07 15,27 


ausgeatmete 


15,53 102,00-103,58 


Volumen 


Partieller 
O,*Druck 
in teuchter 
Alveolarluft | 


mm Hg | 





102,14 
102.53 
192.00 
103.05 
103,58 
102.38 


12,61 


betrug 








Baros 
metrischer 


Datum u, Std Druck 


1927 mm Hg 
24. VIL. 15 711 
24. VIL. 17 709 
26. VII. 9 709 
26. VII. 11 709 
26. VIT. 13 79 
27. VIL. 13 709 
Durchschnitt: 709 

Grenzwert: 709—7I11 


Bemerkungen: Das 


1000 cem. 


CQO, in 
trockener 
Alveolarluft 


5.01 
4.98 
5.15 
5.11 
4.88 
4.97 
5,02 
4.88—5.15 


in emer 


Atmung 


Partieller 


: Ve 
C Oy:Druck = 


in teuchter vee wea 

Alveolarluft Alveolarluft 
mm Hg 
33,27 15.81 
32,87 15.86 
34,09 15,71 
33,82 15.70 
32.20 15,97 
82.80 15.87 
33.50 15.82 

32,20—34,09 15,70—15,97 


ausgeatmete 


Frequenz 8 Atmungen pro Minute. 


Volumen 


Partieller 
Oy-Druck 
in teuchter 
Alveoiarlutt 


mm Hg 


104.98 
105,09 
104.00 
103.93 
105,72 
105.05 
1! 4. SD 


103.93-105,72 


betrug 
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Tabelle X. 


Alveolare CO,- und O,-Bestimmung mit Ventil Henderson-Haqgard 





m Lanes > * COnDrack O; in a. 

Datum —— Alooohattet in teuchter ,wounener in feuchter 

—_ Veen: Alveolarluft Alveolarluft Alveolarluft 
1927 mm Hg @ mm Hg ( mm Hg 
25. VIL. 710 4,93 32.69 15,93 105,62 
25. VIL. 710 5.00 33,15 15.86 105,12 
27. VIL. 709 4,98 32,97 15.86 104.99 
27. VII. 709 4.99 33,03 15.89 105.19 
27. VII. 709 5,91 33,17 15.86 104,99 
27. VIL. 709 4.98 32,97 15.88 105,13 
Durchschnitt : 709 4.98 33,00 15.88 105.18 


Grenzwert: 709-710 493—5,01 32,69—33,17 15,86—15.93 194,99-105,62 


Bemerkungen: Das in einer Atmung ausgeatmete Volumen betrug 
1830 cem. Frequenz 6 Atmungen pro Minute. 


als die ersteren. Ich habe in nachstehender Tabelle XI die Vergleichswerte« 
iibersichtlich zusammengestellt. Bemerkenswerterweise erhalte ich auch 
mit dem Ventil Henderson-Haggard mit der <Atemtiefe 670ccm und 
Frequenz 12 pro Minute die héchsten Werte fiir die CO,- und die niedrigsten 
fiir die O,-Spannung. Den gleichen Unterschied wie ich haben andere 
Autoren bei Anwendung anderer Verfahren gefunden. Immer lieferte 
das Ventil Henderson-Haggard die niedrigsten Werte. 


Tabelle XI. 


Vergleich der alveolaren CO,- und O,-Bestimmung nach Atmung mittels 
Ventil Asher und Ventil Henderson-Haggard. 








. Barometr. Druck °/9 COy, in trockener Alveolar. Partieller C O.+Druck in feuchter 
ES in mm Hg lutt Alveolarlutt in mm Hg 
Py 
Ventil Ventil Ventil Ventil Ventil Ventil 
ccm isher Henderson Asher Henderson Differenz Asher Henderson Differenz 
500 715 710 5,31 5,11 °—H.0,20 35,47 33,83 H. 1,64 
670 715 715 5,79 5.46 H.0,33 38,69 36,44 H. 2,25 
1000 715 709 5,22 5,02 H.0,29 34,87 33,50 H. 1,37 
1330 715 709 5,16 4,98 H.O018 3442 33,00 H. 1,42 
. Barometr. Druck | , , , Partieller O2sDruck in feuchter 
E2 in mm Hg o O2 in trockener Alveolerluft Alveolarluft in mm Hg 
22 = 7. 
Ventil Ventil Ventil Ventil Ventil Ventil 
com isher Henderson Asher Henderson Differenz Asher Henderson Differenz 
509 715 710 15.55 15,74 +H.0,19) 10387 10443 + H.0,56 
670. 715 | 715 15,08 15,36 +H.028) 10085 102,61 + H.1,76 
1000 715 709 15,66 15,82 + H.016) 104.59 104,80 + H.0,21 
1330 715 709 15,73 15,88 + H.015, 105,08 105,18 + H.O10 


Bemerkungen: Bei diesem Vergleich sind die mit Ventil Asher er- 
haltenen Werte die Spannung der Alveolarluft am Ende der Inspiration. 











Wgard. 
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mm Hg 
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04.99 
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4.99 
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Zur weiteren Orientierung habe ich eine Versuchsreihe angestellt, in 
velcher ich die klassische Haldanesche Methode mit einem einzigen Aus- 
itmungsstoB unter Anwendung des Kroghschen Mundstiicks gebrauchte, 
wo Ventile fehlen, aber die Méglichkeit einer kontinuierlichen Ein- und 
\usatmung unter Vorschaltung eines kurzen, schadlichen Raumes gegeben 
st. Diese Bestimmung habe ich vor allem gemacht, um Aufschlu8 tiber 
len Unterschied der erhaltenen Werte bei der Atemtiefe 500 mit Frequenz 15 
ind bei der Atemtiefe 670 mit Frequenz 12 zu erhalten. Die Resultate 
finden sich in der Tabelle XII. Wiederum zeigt sich, wie in allen iibrigen 
Versuchen, die Atemtiefe 670 mit der Frequenz 12 als den gréBten Wert 
der CO,- und den niedrigsten Wert der O,-Spannung. 


Tabelle XII. 


Alveolare CO,- und O,-Bestimmung mit dem Kroghschen Mundstiick. 





» », 
se CO. in Partieller Os in Partieller . 
, 2 C OgsDruck OyDruck 324 
At metrischer) trockener | i citer .trockemer i deuchter | © 3 
mung . = 
Druck /|Alveolarluft Alveolarlutt Alveolarluft Alveolarlutt 3 é 
mm Hg 5 mm Hg Oo! mm Hg No 


Atmung mit einer Fre- 

quenz v. 15 Atmungen 

pro Minute .... 717 5,25 35,17 15,61 104,48 6 
Atmung mit einer Fre- 

quenz v. 12 Atmungen 

pro Minute .... 718 5,70 38,24 15,71 101,90 6 

Bemerkungen: Die Analysenwerte sind Alveolarluft am Ende der 

Inspiration. Da ich hier keine Gasuhr brauchte, habe ich die Atemtiefe so 
reguliert, daB ich bei fraglicher Frequenz méglichst miihelos atmete. 


Die nachfolgende Tabelle XIII gibt einen Vergleich der drei Arten 
der Gewinnung der Alveolarluft. Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die 
Werte, die mit Ventil Asher und Mundstiick Krogh erhalten werden, fiir 
Kohlenséure praktisch gleich sind. Hinsichtlich des Sauerstoffs stimmen 


Tabelle XIII. 


Vergleich der alveolaren CO,- und O,-Bestimmung mit dem Ventil Asher, 
Ventil Henderson-Haggard und Kroghschem Mundstiick. 





A co Differenz Ove Differenz 
— Frequenz ; Mant in COg oe in Oos 
tiefe seo aa. Ventil oder Mundstiick Spannung Spannung spenaung Spannung 
ccm mm Hg mm Hg mm Hg mm Hg 
500 15 Asher 35,47 ‘ 103,87 . 
~ r - on an 1. 0.30 >! — 0, 
50015 Krogh 85,17>| +O | 10648>| — oon 
500 15 Henderson-Haggard 33,83 ° 104,43 aii 
670 15 Asher 38,69 109,85 . 
2 = - . > +040 S| — 1,05 
670 15 Krogh 38,29 hea = 101.90 |, 71 
670 15 Henderson-Haggard 36,44 sine 102,61 Lan, 


Bemerkungen: Die mit dem Ventil Asher und dem Kroghschen Mund- 
stiick erhaltenen Werte geben die Spannung der Alveolarluft am Ende 
der Inspiration an. 
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aber die mit dem Mundstiick Krogh und die mit dem Ventil Henders: 

Haggard erhaltenen Werte etwas mehr iiberein. Aber diese Ubereinstimimun, 
ist mehr eine scheinbare, weil namlich die Alveolarluft am Ende ein 

Inspiration gewonnen werden muBte, um denselben Mechanismus zu hal» 

wie bei dem Ventil Henderson-Haggard. 

Das Ventil von Henderson-Haggard gestattet die gleichzeitige Sammluny, 
von Ausatmungsluft und von Alveolarluft. Somit kénnte die Méglichk« 
vorliegen, die gleichzeitig erhaltenen Werte zu einem Vergleich der expe: 
mentell gefundenen Werte der Alveolarluft mit den aus den Bohrschy 
Formeln unter Zugrundelegung eines Wertes des schadlichen Raunx 
von 140cem zu vergleichen. Um hierzu die experimentellen Grundlag: 
zu gewinnen, habe ich erstens eine Versuchsreihe angestellt, in welc! 
ich gleichzeitig die alveolare Spannung der Alveolarluft und die Zusamme: 
setzung der Atmungsluft bestimmte (s. nachfolgende Tabelle XIV). Soda 
habe ich die Zusammensetzung der Ausatmungsluft mit dem Ventil Ash 
gemacht (s. Tabelle XV). Beide Reihen wurden bei verschiedenen Ate: 
tiefen aber wegen der verminderten Atemfrequenz mit gleichbleibende: 
Minutenvolumen ausgefiihrt. Das hat nun zur Folge, dab bei den gréBerer 
Atemtiefen in der Ausatmungsluft der Kohlenséiuregehalt gréBer ist a 


Tabelle XIV. 


Gleichzeitige Bestimmung der alveolaren Gasspannung und der Zusammet 
setzung der Ausatmungsluft mit dem Ventil Henderson-Haggard. 








ee Baros CO, or 
Atemtiete Frequenz volumes metrischer in trockener in trockener Zahl der 
pro Minute Druck Alveolarluft Alveolarlutt Versuche 
com ccm mm Hg 9 
500 15 7500 718 5,08 15,79 6 
670 12 8040 713 5,45 15.41 6 
1000 8 SOOO 713 4,93 15,92 6 
1330 6 7980 716 4,90 15,91 6 
iene Baro: CO, Oz 
*Atemtiefe Frequenz eciunan metrischer in trockener in trockener Zabl der 
pro Minute Druck Ausatmungsluft | Ausatmungsluft | Versuche 
ccm ccom mm Hg 0 ) 
509 15 7500 718 3,69 16,50 6 
670 12 8040 713 3.97 16,32 6 
1000 Ss 8000 713 4.25 16.05 6 
1330 6 7980 716 4.46 15,94 6 


Tabe lle aes 


Bestimmung der Zusammensetzung der Ausatmungsluft mit dem Venti! 





Asher. 
Baro: CO, O, 
Atemtiefe Frequenz —— metrischer in trockener in trockener Zahbl der 
pro Minute a Druck Ausatmungsluft Ausatmungsluft Versuche 
com com mm Hg %9 %5 
509 15 75100 710 3,87 16,92 6 
670 12 8049 712 4,05 16,23 6 
1000 Ss 8000 711 4.28 16.01 6 
1330 6 7980 713 4.49 15,78 6 
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i den geringeren Atemtiefen. Dies riihrt daher, dab ein gréBerer Anteil 
r Alveolarluft in dem Minutenvolumen enthalten ist. Dieser Umstand 
hlieBt von vornherein die Hoffnung aus, aus meinen Reihen brauchbare 
Vergleichswerte experimentell gefundener und berechneter Alveolarluft zu 
nden und erst recht den schidlichen Raum zu berechnen. Ich habe die 
erschiedenen in der Literatur angegebenen Formeln angewandt, keine 
lerselben gab brauchbare Vergleichsresultate. Ich will daher auf eine 
Mitteilung meiner Berechnungen verzichten. Der Gegenstand bedarf einer 
euen Untersuchung. 


Il. Analyse von verschiedenen Fraktionen der Alveolartuft. 


Eine Frage prinzipiellster Bedeutung fiir die Methode war die, ob ver- 
chiedene Fraktionen der Alveolarluft gleichmaBig gemischt sind oder 
iicht. Meine Versuchsanordnung gestattete mir, diese Frage in den Bereich 
meiner Untersuchungen zu ziehen. 

Ich benutzte ausschlieBlich hierzu das Ventil Asher. Meine Methode 
hatte eine gewisse Ahnlichkeit mit der von Y. Henderson, Chillingworth 
und Whitney! gebrauchten. Der Haldanesche Ausatmungsschlauch wurde 
mit dem Kroghschen Spirometer verbunden. Das Kroghsche Spirometer 
diente dazu, die GréBe des ausgeatmeten StoBes zu messen, um sicher zu 
sein, daB die Alveolarprobe der gewollten Atemtiefe, auf welche sich die 
Versuchsperson eingestellt hatte, entsprach. Bei Aufsammeln der Alveolar- 
luft konnte ich auch mittels des Spirometers kontrollieren, daB ich immer 
das gleiche Volumen in die Probebiirette nahm. Nachdem ich 10 Minuten 
lang die gewollte Atmung ausgeiibt hatte, wurde je eine Alvedlarluft probe 
am Ende einer Inspiration und am Ende einer Exspiration gewonnen. 
Nacheinander wurden mit drei verschiedenen Sammelréhren drei Portionen 
Alveolarluft aus dem hintersten Teile des Schlauches entnommen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche teile ich in der Ubersichtstabelle XVI 
und den Einzeltabellen XVIT, XVIII, XIX, XX und XXI mit. Es ergibt 


2ich aus diesen Tabellen mit aller wiinschenswerten Deutlichkeit, dal 


bei allen vier Atemtiefen die erste und*dritte Portion sowohl! in bezug aut 


Kohlenséure wie in bezug auf Sauerstoff praktisch gleich zasammengesetzt 
sind. Die Unterschiede liegen in der zweiten Dezimale. Hiermit ist gesichert, 
daB bei der Versuchsanordnung, welche in dieser Arbeit gebraucht wurde, 
unter den innegehaltenen Versuchsbedingungen eine homogen zusammen- 
gesetzte Alveolarluft gewonnen wird. 


Tabelle XVI. 


Ubersicht der Analyse von verschiedenen Fraktionen der Alveolarluft. 





C O,-Differenz zwischen %/9 Og-Differenz zwischen 


Atemtiefe or a Portion 1 und 3 Portion 1 und 3 C7 
Minute am Ende der am Ende der am Ende der am Ende der Vers 

ccm Inspiration Exspiration Inspiration Exspiration suche 
500 15 0,07 0.08 0.05 0.09 2 
670 12 0,06 0,08 0.06 0.08 12 
1000 8 0,07 0,07 0,09 0.6 2 
1330 6 0,09 0.07 0.08 0.10 2 


1 Y, Henderson, Chillingworth und Whitney, Amer. Journ. of Physiol 
8S, 1, 1915. 
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Ill. Bestimmung der venésen Blutkohlensiurespannung. 


Die Versuche dieser letzten Reihe beschaftigten sich mit der <A 
wendung der Loewyschen Methode zur Bestimmung der venésen Blut 
kohlenséiurespannung!. Diese durch ihre Einfachheit sinnreiche Metho« 
beruht auf der Gewinnung der Alveolarluft bei stillgestellter Atmuny 
Ich habe diese Methode sowohl unter Anwendung des Ventils Asher w 
des Ventils Henderson-Haggard ausgefiihrt. Mit dem Ventil Asher way 
es mdéglich, die venése Gasspannung bei voraufgegangener, verschiedene: 
Atmungstiefe zu bestimmen. Hingegen habe ich bei Benutzung des Vent 
Henderson-Haggard mich auf die Bestimmung der vendsen Gasspannung 
bei meiner natiirlichen Atmung beschrankt. 

Die Versuchsanordnungen waren genau dieselben wie bei Bestimmung 
der arteriellen Gasspannung mit dem Ventil Asher. Nachdem ich 10 Minute: 
durch die Gasuhr geatmet hatte, waihrend welcher Zeit ich auf die g 
wiinschte Atemtiefe und Frequenz genau achtete, wurde am SchluB ein 
normalen Einatmung die Atmung stillgestellt. Die Dauer der Atempaus 
variierte zwischen 10 und 40 Sekunden. Dann wurde der auf der Aus 
atmungsseite befindliche Dreiwegehahn rasch um 90° gedreht, so daB de) 
Weg durch den Haldaneschen Schlauch frei war. Ein kraftiger Exspirations 
stoB wurde jetzt gemacht, wonach die Kommunikation mit der Gasuln 
sofort wieder hergestellt wurde. Die Aufsammlung und Analyse der 
Alveolarluft geschah wie bei Bestimmung der arteriellen Gasspannung. 
Bei Bestimmung der venésen CO,-Spannung mit dem Ventil Henderso) 
waren die Versuchsanordnungen auch hier dieselben wie bei Bestimmuny 
der arteriellen Gasspannung. Vor Beginn der Atmung hatte ich den unteren 
Hahn der Biirette fiir Aufsammlung der Alveolarluft geschlossen, so dati 
keine Luft durch die Biirette passieren konnte. Nachdem die Atmung bei 
der gewiinschten Atemtiefe und Frequenz konstant war, machte ich nacl 
einer gewohnlichen Inspiration eine Atempause von 30 Sekunden. Der 
untere Hahn der Biirette wurde jetzt geéffnet und eine gewéhnliche Aus 
atmung gemacht, wonach ick die Atmung wie vorher fortsetzte. Sobald 
die erste Einatmung nach der oben beschriebenen Exspiration gemacht 
war, wurde der untere Hahn der Biirette wieder geschlossen. Dieses Ver- 
fahren wigderholte ich 120mal, wonach die in der Biirette befindliche 
Alveolarluft analysiert wurde. 

Die Resultate dieser Versuchsreihe bringe ich in der nachfolgenden 
Ubersichtstabelle XXII und den Einzeltabellen XXIII, XXIV, XXV, 
XXVI, XXVIII und XXVIII. Zunichst zeigte sich, daB ich den Maximal- 
wert der CO,-Spannung nach einer Atempause von 30 Sekunden erhielt. 
Deshalb betrachte ich die Zeit einer Atempause von 30 Sekunden als die 
jenige, welche den zutreffenden Wert der alveolaren CO,-Spannung gibt. 
Bei dieser Atempause habe ich dementsprechend die alveolare CO, 
Spannung bei verschiedenen Atemtiefen ermittelt. 

Bei Innehaltung meiner natiirlichen Atmung fand sich eine CQ,- 
Spannung von 46,48 mm Hg. Die Werte bei den iibrigen Atemtiefen waren 
nicht viel davon verschieden. Daraus liBt sich der SchluB ziehen, daB bei 
voraufgegangener Atemtiefe von 500 bis 1330 cem die Loewysche Methode 
einen annihernd richtigen Wert liefert, welcher der Beurteilung der vendésen 
CO,-Spannung zugrunde gelegt werden kann. Eine besondere Tabelle 


1 Loewy, Zeitschr. f. klin. Med. 99, 15, 1923. 
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Tabelle XXII. 


| bersichtstabelle der Bestimmung der venésen Blutkohlensdiurespannung 





bei verschiedenen Atemtiefen mit Ventil Asher. 
. Mittlerer : CO, Partieller C Og Zabl 
\temtiefe Frequenz parometrischer pe med = in trockener Druck in feuchter der 
Minute ruck P A\usatmungslutt Alveolarlutt Vers 
ccm — mm Hg Sekunden 0 mm Hg suche 
500 15 711 30 6,96 46,21 6 
670 2 711 30 7,00 46,48 12 
1000 s 711 30 6.86 45.55 6 
1330 6 711 30 6.80 45,15 6 


Bestimmung 


Tabelle XXIII. 


der vendsen Blutkohlenséurespannung 


mit Ventil Asher. 





Datum 


1927 


~onwwnwe = 


IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 
IX. 


Durchschnitt : 


Grenzwert: 


Bemerkungen: Das in jeder 


670 cem. 


Frequenz 


Bestimmung 


Barometrischer COz in trockener Partieller C Oy*Druck Dauer der 
Druck Alveolarluft in feuchter Alveolarlutt Atempause 
mm Hg %/ mm Hg Sekunden 
719 6,95 46,70 20 
719 7,05 47,38 30 
719 6,82 45,83 40 
718 6,89 46,23 20 
717 6,97 46,70 30 
716 6,92 46,29 40 
718 6,93 46,50 30 
6,82—7,05 45,83—47,38 20—40) 


Tabelle XXIV. 


der vendédsen Blutkohlenséurespannung 


Atmung ausgeatmete Volumen betrug 
12 Atmungén pro Minute. 


mit Ventil Asher. 





we ~~ wan 
1927 mm Hg 

14. IX. 711 

15. IX. 709 

16. IX. 708 

16. LX. 708 

17. IX. 715 

AR 717 
Durchschnitt : 711 

Grenzwert : 708—717 


Bemerkungen: Das in jeder 
Frequenz pro Minute 


670 cem. 


C Oz, in trockener 
Alveolarluft 


7,06 
6,91 
7.04 
7,01 
6.97 
7,038 
7.00 


6,91—7,06 


Partieller C Og-Druck 
in teuchter Alveolariutt 


mm Hg 


46.88 
45,74 
46,55 
46.638 
46,60 
47,10 
46.48 
45,74—47,10 


Atmung ausgeatmete Volumen betrug 


12. Dauer der Atempause = 30 Sek. 
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Tabelle XXV. 


Bestimmung der vendsen Blutkohlenséurespannung mit Ventil Ash 





Barometrischer COz, in trockener Partieller C Og-Druck 

Datum Druck Alveolarluft in feuchter Alveolariut: 
1927 mm Hg 9 mm Hg 
14. IX. 711 6,98 46,34 
15. 1X. 709 7,02 46,47 
16. IX. 708 6,92 45,74 
16. 1X. 708 6,97 46,07 
i. ca. 715 6,87 45.89 
17. IX. 717 7.01 46.97 
Durchschnitt: 711 6.96 46,21 

Grenzwert: 708—717 6,87—7,02 45,74—46,97 


Bemerkungen: Das in jeder Atmung ausgeatmete Volumen betruy 
500 cem. Frequenz pro Minute = 15. Dauer der Atempause = 30 Sek 


Tabelle XX VI. 


Bestimmung der vendésen Blutkohlenséurespannung mit Ventil Ashe 





Barometrischer COz in trockener Partieller C Og-Druck 

Datum Druck Alveolarluft in feuchter Alveolarlu!t 
1927 mm Hg 5 mm Hg 
14. IX. 711 6,54 45,12 
15. IX. 709 6,89 45,60 
16. IX. 708 6,93 45,70 
16. EX. 708 6,87 45.41 
fz. Sa. 715 6.85 45.64 
17. IX. 717 6.78 45,43 
Durchschnitt : 711 6,86 45,55 

Grenzwert: 708—717 6,78—6,93 45,12—45,70 


Bemerkungen: Das in jeder Atmung ausgeatmete Volumen betrug 
1000 cem. Frequenz pro Minute = 8. Dauer der Atempause = 30 Sek 


Tabelle XX VII. 


Bestimmung der venésen Blutkohlenséiurespannung mit Ventil Ashe 





Barometrischer COz in trockener Partieller C O,Druck 
Datum Druck Alveolarluft in feuchter Alveolarluft 
1927 mm Hg Fo mm Hg 
14. IX. 711 6,51 45,42 
15. IX. 709 6.78 44.88 
16. IX. 708 6,75 44.62 
16. IX. 708 6,59 45.54 
17. IX. 715 6.81 45.49 
BY. Gas 711 6.77 45,36 
Durchscbnitt : 711 6,80 45.15 
Grenzwert: 708—717 6,77—6,89 44 62—45,54 


Bemerkungen: Das in jeder Atmung ausgeatmete Volumen betruy 
1330cem. Frequenz pro Minute = 6. Dauer der Atempause = 30 Sek 
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Tabelle XX VIII. 


Bestimmung der vendédsen Blutkohlenséurespannung mit Ventil Henderson- 





Haggard. 
Barometrischer COz, in trockener Partieller C O,-Druck 
Datum Druck Alveolariutt in feuchter Alveolariuft 
1927 mm Hg 5 mm Hg 
hs Bie 719 6.47 43.47 
- on 719 6,32 42.47 
8. 1X. 717 6,42 42.91 
4. IX. 715 6,38 42.62 
5. 1X. 716 6,34 42.41 
6. IX. 717 645 43,22 
Durchschnitt: 717 6,40 42.88 
Grenzwert : 715—719 6,32—6,47 42.41—47,47 


Bemerkungen: Das in einer Atmung ausgeatmete Volumen betrug 
670 cem. Frequenz pro Minute 15. 


(Tabelle X XTX) bringt den Vergleich zwischen der arteriellen und venédsen 
CO,-Spannung bei verschiedenen Atemtiefen. Die Differenzen sind nicht 
gleich und sie kénnen nicht gleich sein, wenn auch die vendsen CQ,- 
Spannungen bei dieser Methode annahernd gleich gefunden werden, nicht 
aber die arteriellen. Unter den von mir innegehaltenen Versuchsbedingungen 
gilt daher eine gefundene Differenz zwischen arterieller und vendser CO,- 
Spannung nur fiir die entsprechende Atemtiefe. 


Tabelle XXIX. 
Vergleich zwischen der arteriellen und der vendésen Blutkohlenséure- 
spannung bei verschiedener Atemtiefe, mit Ventil Asher bestimmt. 





CO g-Spannung in mm Hg 


Atemtiete Frequenz 
com pro Minute arterielle venése Difterenz 
500 15 35,80 46,21 10,41 
679 12 49.05 46.48 6,43 
1000 8 36.65 45.55 8,90 
1330 6 36,37 45,15 8,78 


Bemerkungen: Gewdhnliche, ruhige Atmung entspricht einer Atem- 
tiefe von 670 ccm, mit einer Frequenz von 12 Atmungen pro Minute. Die 
arterielle CO,-Spannung ist der Mittelwert zwischen der Bestimmung am 
Ende der Inspiration und am Ende der Exspiration. 


Das Ventil Henderson-Haggard scheint sich fiir die Bestimmung der 
venésen CO,-Spannung nicht zu eignen, denn wie die Tabelle X XVII zeigt, 
sind die gefundenen Werte offenbar zu niedrig. 


Zusammengefaft ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit folgender: 


1. Mit nicht automatisch arbeitenden Atmungsventilen lassen sich 
fiir die jeweiligen Atemtiefen zutreffende Werte der alveolaren CO,- 
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Spannung finden. Die Maximalwerte der CO,-Spannung werden b 
derjenigen Atmung gefunden, welche in bezug auf Atemtiefe und 
Frequenz die natiirliche ist. 

» 
Werte. 


3. Bei wachsender Atemtiefe werden verschiedene Portionen det 


Die automatisch arbeitenden Atmungsventile geben zu _ niedrig« 


selben Alveolarluft von gleicher Zusammensetzung gefunden, voraus 
gesetzt, dali die Atemfrequenz eine natiirliche ist. 

4. Die venése CO,-Spannung nach der Methode von Loewy labt 
sich bei verschiedenen Atemtiefen unter Anwendung einer Samme!] 


methode bei Benutzen des Asherschen Ventils bestimmen. 
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Der EinfluS 
von Decholin auf den respiratorischen Umsatz von Ratten. 


Von 
Hokan Rydin (Upsala). 
{Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. } 


(Eingegangen am 25. Juli 1928.) 


In einer Reihe von Arbeiten des Berner Physiologischen Instituts 
ist die Auffassung vertreten worden, daB an der als spezifisch-dynamische 
Wirkung bezeichneten Steigerung des Grundumsatzes die Leber einen 
nicht zu vernachlassigenden Anteil haben kénnte. Die Schwierigkeit, eine 
sichere Grundlage fiir diese Vorstellung zu gewinnen, liegt vor allem 
darin, daB fast alle Eingriffe, die man zur Priifung dieser Frage macht, 
solche sind, die sich nicht streng auf die Leber isolieren lassen. 
Deshalb ist es nicht méglich, die Mitwirkung anderer Faktoren streng 
auszuschlieBen, selbst wenn die Eingriffe in einer mehr oder weniger 
iiherwiegenden Weise die Leber beeinflussen. Die letzte ¢inschligige 
Arbeit mit der von mir geschilderten Problemstellung ist von Honda'. 
Um einen Schritt vorwarts zu kommen, folgte ich der Anregung von 
Professor Asher und untersuchte den EinfluB des Decholins auf den 
Grundumsatz von Ratten. 

Decholin Riedel, welches in liberaler Weise von der Firma Riedel, 
Berlin, dem Physiologischen Institut zur Verfiigung gestellt wurde, 
ist ein relativ harmloses, stark cholagoges Mittel. Demnach ist es 
ein Stoff, welcher jedenfalls die Lebertatigkeit stark anregt. Geht 
man von diesem Gesichtspunkt aus, dab die Lebertatigkeit den 
Grundumsatz erhéhen mub, so muBte sich nach Zufuhr von Decholin 
eine Steigerung des Grundumsatzes nachweisen lassen. Ein negativer 
Ausfall wiirde ein ziemlich starkes Argument gegen die Beteiligung 
der Leber an der spezifisch-dynamischen Wirkung liefern, ein positiver 
hingegen wiirde ein Argument zugunsten dieser Auffassung sein, 
wenngleich man auch hier vorsichtshalber die Méglichkeit offen lassen 
wird, daB Decholin auch an anderen Orten als der Leber wirkt. 
Ein weiterer Vorzug des Decholins ist, daB es ein stickstofffreier 
Koérper ist, so dai eine etwaige Wirkung eines stickstoffhaltigen 
Stoffes nicht in Betracht zu ziehen ist. 


! 7. Honda, diese Zeitschrift 185, 173, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 200. 26 
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Die Untersuchung des Grundumsatzes wurde nach der im Berne: 
Physiologischen Institut iiblichen Methode ausgefiihrt. Die Normal 
fiitterung bestand aus Brot und Milch, und die Versuche wurden in 
niichternen Zustande ausgefiihrt. Als der Grundumsatz bestimmt 
war, schritt ich dazu, die spezifisch-dynamische Wirkung des Decholins 
zu untersuchen. In den ersten Versuchsreihen wurden 0,006 g Decholii 
intraperitoneal | Stunde vor dem _ betreffenden Versuche injiziert 
welche Menge der therapeutisch wirksamen Dosis des Menschen entsprach 
Die Versuche wurden wie friiher im niichternen Zustande gemacht, unc 
die Ratten wurden bis zum Abend vor dem Versuchstage mit Brot und 
Milch ernahrt. Da es sich aber zeigte, dab diese Dosis keinen Einfluls 
auf den Grundumsatz hatte, erhdhte ich die Decholinmenge bis auf 
0,012 g, auch bei diesen Versuchen wurde intraperitoneal injiziert 
ohne eine Anderung in dem Grundumsatz konstatieren zu kénnen 
Dann bekamen die Ratten 0,1 g Decholin per os, iibrigens unter 
gleichen Versuchsbedingungen wie vorher. Dieses Verfahren habe ich 
mit zwei Ratten ausgefiihrt. Bei einer dritten habe ich nach der 
Bestimmung des Grundumsatzes von Anfang an 0,03 g Decholin 
intraperitoneal injiziert. 

Nach der Decholininjektion war keine Spur von motorischer 
Unruhe sichtbar. Immerhin wurden Verinderungen in einer anderen 
Richtung hier beobachtet. Der Stuhl hatte nicht mehr die gewohnliche 
Festigkeit, sondern war breiig geworden. Es war eine gewisse Diarrhée 
vorhanden. Da die Ratten aber nicht an Koérpergewicht abnahmen 
hatte es sich nicht um eine Diarrhée ernsten Grades gehandelt. Sowohl 
der Stuhl wie auch der Harn waren durch Gallenstoff gelbgriin gefarbt. 
Folglich lag, wie erwartet, eine starkere Vermehrung des Gallenfarbstoffs 
vor. Das erklart wohl auch die breiige Umwandlung des Stuhles, denn 
die vermehrte Galle bewirkt eine Erhéhung der Tatigkeit des Dickdarms. 
die von Schiipbach' bewiesen wurde. 

Die Ergebnisse dieser Versuche teile ich in der Ubersichtstabelle | 
und den Einzeltabellen Il, II und IV mit. Der Mittelwert des Grund- 
umsatzes an drei Tieren betrug: eine (O,-Bildung pro Kilogramm und 
Stunde von 2,464 g, einen O,-Verbrauch von 2,354 g, einen respira- 
torischen Quotienten von 0,760 g und eine daraus errechnete Kalorien- 
bildung von 7,974 Cal. Die Werte sind normal fiir weibe Ratten. 

In der nachfolgenden Versuchsreihe teile ich den Grundumsatz 
nach Injektion von Decholin mit. Die durchschnittlichen Werte be- 
trugen: eine CO,-Bildung pro Kilogramm und Stunde von 2,773 g. 
einen Sauerstoffverbrauch von 2,650 g, einen respiratorischen Quotienten 
von 0,750 g und eine Kalorienzahl von 8,937 Cal. Es handelt sich 


1 A. Schiipbach, Zeitschr. f. Biol. 51, 1, 1918. 
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ausnahmslos um eine merkliche Steigerung des Grundumsatzes um 
12.08%. 

Somit folgt aus diesen Versuchen, da® die enterale oder parenterale 
Zufuhr eines Stoffes, der weder EiweiB noch Fett oder Kohlehydrat 
ist, 4 Stunden lang den Grundumsatz merklich erhéht. Fiir diese 
Erhéhung kénnen zwei Erklirungen ins Auge gefaBbt werden. 1. Der 
Steigerung der Gallenbildung durch das Decholin entspricht die Er- 
hohung der Lebertatigkeit; 2. kénnte die vermehrte Dickdarmtatigkeit 
die Steigerung des Grundumsatzes bewirkt haben. Ohne daB sich diese 
letzte Méglichkeit ganz ausschlieBen laBt, ist doch die erstere Erklarung 
die wahrscheinlichere, denn Anregungen des Dickdarms mittleren 
Grades haben bis jetzt nicht derartige Steigerungen des Grundumsatzes 
wie diejenigen meines Versuchs gezeigt. Sodann steht mein Ergebnis 
mit den anderen bisherigen Erfahrungen des Berner Physiologischen 
Instituts iiber den Einflu8 der Lebertatigkeit im Einklang. 


Zusammenfassung. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, da parenterale oder enterale Zufuhr 
von Decholin den Grundumsatz der weiBen Ratten um 12%, steigert. 
Diese Tatsache ist ein Argument zugunsten der Auffassung, daB die 
Leber ein bei dem Zustandekommen einer spezifisch-dynamischen 
Wirkung beteiligter Faktor ist. Ob andere Méglichkeiten bestehen, 
mu offen bleiben. 

Ubersichtstabelle I. 





Ty Respirations- COx, pro k Oo o kg Kalorienbildung Zahl 
Tier quotient und Std. . und Std. pro kg und Std.| der Versuche 
¥ | 
A. 
A 0,770 2,692 2,540 8,618 6 
B 0,757 2,290 | 2,199 7,447 6 
} 0,753 2,410 2,324 7,856 6 
Mittelwert 0,760 2,464 2,354 7,974 6 
B. 
A 0,753 2,987 2.883 9,745 4 
B 0,750 2,520 2,427 8,203 4 
, 6,747 2.693 2,621 8,862 4 
Mittelwert 0,750 2,733 2,650 8,937 4 
Vergleich mit A, ausgedriickt in Prozenten 12,08. 


Bemerkungen: A Erhaltungsstoffwechsel bei Brot- und Milch- 
ernahrung. 
B Spezifisch-dynamische Wirkung des Decholins 
bei gleicher Ernahrung wie bei A. 
Ratte A und B bekamen 1 dg Decholin per os, Ratte C 
30 mg Decholin intraperitoneal 1 Stunde vor dem 
Versuch. 


26 * 





























OF GI 90°6 f 0996) Ges'% | 96S OGLO IGT T9T L490 | w6ET) ST | HF “XILT | 67 
CLGl tL6 20q21¥1¢] L196 | €98%)| FBS OGL0 LET OT eLu0 TELET) LT | &% F “XI ‘9T || ST 
gL gl LETT — yomsaaqrpea ast 99L°6 GREYS 866%) POLO 691 GOT GRO) FHLET) OT FB FF 'XEGT LI 
ell 6681 ‘sosed uyjoqoaq ap, £066 F266 LSOE RELO COT B69T T60/2O8ET ST F “X1‘9F | OF 
OH0'G OHNE COLE) FLO *HOMNIN 
POLS G8OZ 169% GLO GET OFT Z8O CHEL! LI | P “XI’ET || oI 
qonsia,, GSH) PELS PENS ICL OORT IST LeU 6 EST! ST | &Z r “XT‘OT | FT 
WAP 104 “PIS | 9448 68F'% | L9C'S | G9L'0 | TET | SET 22:0 LEPET|| LIT | 8% ¥ “X16 aT 
jwouowpadeaus ) $666 GLL'%| 068 LILO IGT LOT I8'0| Is'eeT| OT | # | &| “XI'8 | Bt 
owed ly gee'g Sele) FBS 9CL‘'O SFT) FCT TOO Se'cet|| OT | oe | | “XIL | TT 
8296 SPSS 6866 SFLO LET) Z9T #90) G2 98T|| LT | oZ ¥ “XI'9 Or 
£606 O89% SISE) L920 *MOMTeHIN 
wap soe mck { eos Pre'S 969'% OLL'O FT| GFT | 6C'O SOTEI| 41/4 | F “XIE | 6 
. jeouojsedenu; ) C96 SINS 966% CLZO SCT R9T| 290 CIOFT LT) | F CXIF | 8 
£ ayo Hy | XO 19% CLE COLO GFT OCT BPO ORE ZT] 92) F "XIE |Z 
2 0/5, | 0/5 %9 of 1aq orm Junsyeudsy Joyoreys laq sulpoyped sep Suny ayosiureudp-yosyizedg ‘d 
~ “pis 'n By oad "pig ‘nN Fy oud “pyg ny oad 
-— Sunpyit Sunpy: Funpyt ‘ ‘a | mpae : E , 
= uauoey P| QU O35 9p S19'8| OFe'S sRe'S JOM [o'N 
SENS | CNS | SNS e2a'8 | Goce col Z% S82'0 OFT Ic'T| 2'O 99°6ET 91/2 FF! “XIZ | 9 
GkS8 | S2r'S GSS GLL‘O Kel SET FO LO'LET LT of) oF) UCXIT |G 
opums OLS Z6FS RET ILO BEL OFT 190 Bel 91 oS) oF INA TS | + 
qeqosad mw. n OSEB| GIFS) BGS) YOL'O BET GET GST So9ET OT Ge F TNA OE | & 
Usqatastigewsey 826! 118% FL6% SOLU Cl OT O60 TL'ReT LT o%) «oF TNA 62 | 2% 
uapaf yw Mio O9L'R 69% GOL'S LOLO FFT OCT FIT PR'BET LI Ge b ‘INA ‘8Z) I 
‘BunsyeussyopIyPY pun -youg teq jesqoomyoyssZunyyeqay “y 
4 x a x | 4 3 a a Do Do | PS L261 ‘aN 
eo 5 ~ 28 N ‘as < < 
332 Y . | asic > P 
uatunyiowagy os 5. gS a3 | 8,!| Bo Bax | 19008) 35 a5 e3 wny9q $ 
Sere SS | Be | 82 | FF S6| OF | sedoy sf | 5 IRs 4 
ARE es =o | 8" | geri §9 oa) 5 | Se 5 
3 5 Pa Pr 5 = 7 anjesodmay = * 





‘(usyouUuRy “Usxyony Je9quBjos Jou) Y O99BY OT] 977290, 


ea ty Area > ——— 

















cor Lg or £0 OT GOER LEFS OFS OOLO “HOMPHIN 





De 192! L8°ZI 6I'FI ( gse'8 28r% G19) SPLO GOT TILT 620 9eLOT Fe {OT Ff “XII GI 
+ ISL FL OO'L  20qasmiq‘aqiesseg? peg, Z9E'Z ICKZ FEL'U EST GOT ZL'U SZSOl LI oF ‘XI'9T 8I 
686 Le°6 66°8 | oFI'S 90F'% 96FS FOLO I9T LOT ENO ZEL9T #2) 91 oF) OCXEOT LT 
GOns49A"P 'A "PIS | ‘ ' ‘ 9 ‘ a Pee 
OF TT Ze Tl OO OT ‘sosaduyoyrag 7p, 96S]°8 6CFZ 6ICZ FHLO LOT TILT 860 TL69T GZ! I t XI‘tI 9T 
Gigs GL) sees 0620) °o41PeNIN 
SFOL LgTe POST IGL0 PFI GFI ooo co'POT! FZ) 21) F! CNIS GI 
nen ZQ6'T OCT ECL GET FET 90 9G'Z9T €Z SIF) XITOL. FT 
Wap 104 "PIS | e661 20'S Ceo FET OT CLO BI'SOT F2 LT oF) XI6 &I 
Jeouospedesyay g9e'z gce’'z ocL'O Il Ler 280 L991 #% OF oF) CXI'R @I 
SHO YF St Liga 39F% FEL'U GT 191 190 FIO ¢o2 OF oF CXEL OW 
Ores StL. O9LO SFT GST 8c'O EZaor tZ LI P ‘XI'9— OT 


MLS GHEE LELO) *HOMPHIN 











aun ak at G8l'% ELC) 9GLO | OFT ST LL'O FeLOT Fe) LI OF 6X 6 
eobenedonen Zic’e OWS GLO GGT LUT ORO PETLI eo) LI & “XI'F 8 
uyoysag Bui g e302 ooze 6920 Le CFT cso ce'rOT F2/ LT oF «CXI@ 2 
re lo Ol, ‘y 10q OIM Funsqeusy aoyoe]s 1aq suryoyoa] sep Zanyaryy ogosiareudp-yosyizedg “g 
ag nBy oid ‘pignsyoud pion Fy oad ‘ : 
*hneee bate "hoore LEFL 660% 0626 LELO © HOM PIN 
susuojey p *8Q sep) *®QD Aap ; ar eo ; = ce baa > - oa i 
Sunsosiayg «= SunsaBingg §— Sunsatiayg LOL'L 910% 698 9oLu OFT Zl 620 6EUL9T FZ LI + X1‘@ i) 
OFFS Z6F'Z ¢ cou‘y 19'T LOT ISU ZVIST GZ LTO oF) «6UCXITT @ 
apuys JOS O62'% OCFS CLLO GFT 6ST ZT FeZ9T FZ OT & INMATE F 
*nZ Woman Bt F889 OFOS GOS GLO GET RET C20 LEGIT se OT * | INIA ‘OE § 
oyatesiqeusey §«CIGL Pele S6l'Z FLO EFT LHL TeO SLOT Fe LIF WAZ 2 
usp yw'n yoy 2299 FBT SCS LOLC OF 1 LET OFO 2991 Fo LT Ob CHITA RZ OI 


influ8 von Decholin auf den respiratorischen Umsatz. 











‘PunsyRusoyo iY pun -jougd 1oq jespoemypoyssdunypeysy “y 
a S| 8 s ~w | 8 8 8 x Do | Do Ps! 2261 IN 
c -¥ eo) eo) 2 & a” N < < 
sy2 to en ev < Ps = 7 o 
uatunyawag a 3 | as a 2.8 q ° 20 z= yrmat 25 4 5 Ae} wnjeg 2 
ame 23 vB | 88 GF BO! Fo wedon © | 8 SE J 
' a z° 3s Q o's sy = 
E re Pr ? S = oa snjwsodua | ‘ 
Isvul UrGl 906 = aes . — ~ — , nae 
TS oats . 0S96 | SCs’Z OFB'e KOCr' ‘ 6 ban , ‘on 
etl GLZl 16 s0qIC] | 119 6 G98'2 sad. p+ rt A. LA, Lg0 van aT ve v ‘XI ‘LI | 61 
Eel Chel io natn | cae aa ae) | oe Gs clu LET!) LT | $Z t “XI1'¢ 
1Q‘aT as tae Le lt YONSIIA "pA "Pic | 9926 688°2 866'2| #02'0! RCT | catT ao'n!| sa¢I0T || nt | ce 4 ‘XI ‘9! ’ 81 











406 H. Rvdin: EinfluB von Decholin auf den respiratorischen Umsatz. 











OLel 6261 G2 GINS LE9E BEDE LELO © HOSTOHTIN 
pOET co gl TILT 1888 72Ee9% 269% SbLU LUI I8T| 290 9TS9T SI 92 y| ‘“XI’St | OT 
gL8 698 S62 ening: Tra’s 929% «T09S) ISLO TLT 9LZT\GL0 LT69T ST | 9% y| ‘XI‘LT | 6 
cE'sl 9c'el 6 11 06 399% 669% StL T és ; : “XI° 
S 66 quem, ap 26 C068 689% 669% FLO SLT G8T P80 9O89T LI LZ ¥ XI‘9t | 8 
7” ba es "PIS | [Pouojuedes) , 
g9°CT 99ST ,| LEST = -ar uyoqoeg suog L806 889%) SLL'% TSL0 OST OST E60 FRLOT OT 9% F&F “XI'ST OL 
Fy oJ, ly ‘VY oq OIM Zanaqeusy soqo[s 10q surpoyoeg sep SZunyary syosrurvadp-yosyizedg -g 
“pag ‘nSyoad pyg'n By oid ‘Pas n By oid 4 
Bunpyiq a pag se : unpl'g 
euaole o6 so Lae ~ 
Sunnie | SuaceBeng | Suecebens oes: Fee's O1FE Gero /MOMeHIN 
p8C'8 | 669% TE9S%) e200 BVT FLT L8O FREOT ST oS FH “XIPE 9 
TI'S GOFSZ 6LFZ 6FL'0 SIT LOT 160 LEesoT LI 9% F | “XI'St | g 
U88L BLITZ O86Z 6EL0 IST Set P90 CeeLl OT 92 FF) “XI@I F 
““ a cosh FIg'Z, OOS FOL'0 OFT OOT ESO 68ST OT 96 FF)! “XIII 
po FFT L FETS OCSZ VEL'O SFT FST GLU SHELT BT | oe | ‘XI'OI @ 
wapal ynw nog 8ZO'R. SLES CHS SPL‘O LOT ZL PEO IS'CLT LI 9% FF! “XI T 
‘SunaqeussyoyY pun -o1g 19q jesyoompoysssunyyeqsy “y 
4 a 3 x a a a is Do | Do | PIS Lo “IN 
Sys) «P| 2 a2 ie pif < < 
; ag ° 35 > -_ Be. - | a8 ° 
uatunyqiewoy ore ~~. ar Fe 30 zo ex | — E 5 35 e Z wnjeq Z 
Me) ge | fo | 78 |e | et | gO) Se 
z nr ae 4 ? g a * anjuiodway * 
‘(UsyoUUBY “UoxMY Joqqiyjes NVIqQ) -) 049¥yY 
“AI *°ML 
- - 
——— SS 








itz. 


¢ 


19,20 


i | 


73 


8.862 


2 621 


2.698 


0,747 


Mittelwert : 








Der Einflu& 
von Dinatriumphosphat auf den respiratorischen Stoffwechsel. 


Von 
E. Sehmutzler. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg, 
Krankenhaus St. Georg.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Aus den Arbeiten Embdens und seiner Schule geht hervor, daB die 
Phosphorsaure im intermediaren Zuckerstoffwechsel eine wesentliche 
Rolle spielt. So geht im Muskel der Auf- und Abbau des Glykogens 
iiber die Zwischenstufe Hexosephosphorséure.  Interessant war es 
dementsprechend, Untersuchungen anzustellen, wie sich der Zucker- 
stoffwechsel und iiberhaupt der Gaswechsel des Organismus bei Zugabe 
von Phosphaten verhalten wiirde. Abelin' ist dieser Frage in zahlreichen 
Versuchen nachgegangen. Er hat seine Versuche an Ratten\ vor- 
genommen. Den Tieren wurden Kohlehydrate (Reis, Trauben- und 
Rohrzucker) mit Phosphaten (Na, H PO,, NaH,P,) als Zusatz gefiittert, 
in Kontrollen unterblieb die Zugabe von Phosphaten. Bei der gleichen 
Versuchsanordnung wurde auch Fleisch gefiittert. Es ergab sich nun 
die merkwiirdige Tatsache, daB bei Kohlehydrat-Phosphatfiitterung 
der respiratorische Quotient wesentlich niedriger blieb, als bei den 
Kontrollversuchen, ferner war die CO,-Produktion geringer, und bei 
den Fleischfiitterungsversuchen wurde die  spezifisch-dynamische 
Wirkung etwa um die Hilfte durch die Phosphatzugabe herabgesetzt. 

Als theoretische Erklarung fiihrt Abelin neben einer chemischen 
Reaktion zwischen Phosphat und Kohlehydrat im Sinne einer Bildung 
von Kohlehydrat-Phosphorsaureester die Wirkung der Elektrolyte als 
solche an, da nicht nur Di- und Mononatriumphosphat, sondern auch 
andere Salze ahnlichen EinfluB auf den Stoffwechsel zeigen. 


1 Diese Zeitschr. 175, 274, 1927; 180, 211, 1928. 


























408 E. Schmutzler: 


In der nachfolgenden Arbeit habe ich in Stoffwechselversuchen 
am Respirationshunde die Befunde zu bestatigen versucht. 

Wir sind der Ansicht, dab Stoffwechselversuche an Tieren, di: 
keiner Dressur zuganglich sind, und, im Kafig gehalten, ihrem ki 
wegungsdrang freien Lauf lassen kénnen, zu erheblichen Fehlerquelle: 
fiihren kénnen. Ich habe mir deswegen als Versuchsobjekt einen 
alteren, ruhigen Schaferhund eingearbeitet. Nach etlichen Vorversuchen 
wubte der Hund genau, was von ihm verlangt wurde. Er legte sic! 
bequem auf das Sofa und lag wahrend der Versuche ruhig und entspannt 
da. Der Gaswechsel wurde an der Zuntz-Geppertschen Gasuhr ge 
messen. 


Nachdem die Werte fiir den Grundumsatz konstant geworden waren, 
begann ich mit den eigentlichen Versuchen. Ich erhielt einen mittleren 
O,-Verbrauch von 135cem O, fiir den Hund von 29kg Gewicht. Wis 
sehr es bei derartigen Versuchen auf allersorgfaltigste Einiibung ankommt, 
zeigt am besten die Tatsache, daB in der Literatur Angaben iiber den Sauer 
stoffverbrauch der Versuchshunde gemacht wurden, die um ganz erhebliche 
Werte differieren. In zahlreichen Reihenuntersuchungen stellte dann 
Slowtzof/ fiir Hunde von 5 bis 39kg Gewicht Standardwerte auf, die durch- 
aus als giiltig zu betrachten sind. Im Vergleich zu diesen ist tibrigens der 
Wert des Sauerstoffverbraughes meines Hundes noch 5°, geringer. 

In einer ersten Reihe wurden dem Hunde 50g Traubenzucker + lig 
Na, H PO, und als Kontrolle nur 50 g Traubenzucker durch die Magensonde 
eingefiihrt. Jetzt machten sich zunaéchst wieder Stérungen bemerkbar, da 
der Hund durch die Magensondierung unruhig geworden war. Ich ver- 
wertete, um absolut sicher zu gehen, diese Versuche nicht. Bald apportierte 
der Hund das Sondenholz bei Aufforderung, setzte sich hin und lieB sich 
die Sonde ganz ruhig einfiihren, ohne den geringsten Widerstand. Erst 
jetzt setzen die angefiihrten Versuche ein. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt. Es wurden 
vier Versuche mit Zugabe von Na,H PO, und vier Kontrollversuche 
angestellt. Im einzelnen war die Anordnung so, dab zunachst an dem 





Tabelle.I. 
Kohlehydratversuche (50 g Traubenzucker). 
com Op» Respirations:« Kalorien ecm Op, Respirations- Kalorien 
Min pro Min. quotient pro Min. pro Min. quotient pro Min. 
17. VI. 1927 25. VI. 1927 
— 144,1 0.7258 678.6 130,7 0,7665 621.9 
— 132.4 0,7378 625.4 134,5 0,7563 638,6 
15 143.1 0.9097 706.6 151,9 0.7918 728,2 
30 163.2 0,8739 798,0 153.8 0,8852 754,5 
45 164,1 0,8903 806,3 157,2 0,8998 773,8 
120 1407 0,8293 680.5 136.8 0,9062 674,8 
180 173,3 0,7582 823,2 134.4 0,7427 6§35,7 
240 156.9 0.7454 742,5 128.9 0.7325 608.1 





Spez.-dyn. Wirkung: 13% 83% 
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com O» 

Mis. ||_°? Min 
129,2 

129.3 

15 159.0 
30 151,7 
45 149.8 
120 143.8 
180 125.5 
240 138.8 


Spez.-dyn. Wirkung : 


Respirationss Kalorien 


quotient pro Min. 
29. VI. 1927 

0.7971 619.8 
0.8054 621.5 
0.9156 786.2 
0.9684 759.8 
0.9163 696.1 
0.9082 709.4 
0,7827 600,1 
0.7477 657.7 
95° 


o 


com Op» 
pro Min 


136.4 
139.4 
159.3 
140.5 
147.2 
153.2 
142.4 
135.4 


Kohlehydratversuche (50g Traubenzucke1 


Respirations- Kalorien 
quotient pro Min. 
1. Il, 1928 
0.7383 644.6 
0.7247 657.2 
0.7677 716.2 
0.8535 683.1 
0.8502 715,9 
0.8731 748.9 
0.9018 FOLO 
0.7473 641.9 
94 o 


lig Na,HPO,). 








com O, Respirationss Kalorien com Oy Respirations« \Kalorien 
Min pro Min. quotient pro Min pro Min. quotient pro Min 
12. VII 1927 4. VIL. 1927 

134.4 0,7410 635.4 137.2 0.7447 649,6 

138.9 0,7577 655.6 127.9 0.7471 605,6 

15 149.2 0,7802 712,7 169.7 0.7573 805.9 
30 148.1 0.9225 733.5 165.8 0.8696 810.5 
45 156.8 0,9184 775.7 168.4 0,9116 832,0 
120 142.5 0,8874 699.7 170,0 0.8698 830,7 
180 141.9 0,7952 650.4 167,0 0.7696 795.8 
240 129,2 0.7714 617.9 177.5 0,7293 836.8 

Spez.-dyn. Wirkung : 8.3 ° 23.3% 

com O; Respirations: Kalorien com Oy Respirations- Kalorien 

Min. pro Min. quotient pro Min. pro Min. quotient pro Min 

18, I, 1928 24. I. 1928 

140,2 0.7331 660.9 124.6 0.7164 586,0) 

131.7 0.7567 625.9 122.2 0.7651 581,9 

15 153,2 0.7638 728.1 147.1 0.7694 701.1 
30 158.1 0.7709 753.4 149.6 0.7642 710.9 
45 153,7 O,S184 741.9 148.5 0.8382 720.1 
120 166.7 0.7981 890.5 144.9 0,9895 729.3 
180 161,1 0.7866 771.7 136.8 0.7900 655.3 
240 151,6 0.7441 716.7 131.7 0.7654 626.7 


Spez.-dyn. Wirkung : 


mindestens 20 Stunden niichtern gebliebenen Hunde an zwei Probe- 
entnahmen der Grundumsatz 
Sondierung in médglichst iibereinstimmenden Zeiten innerhalb der 
ersten Stunde fortlaufend drei Umsatzbestimmungen gemacht wurden, 
d. h. also nach 15, 30 und 45 Minuten. 
wurden nach 2, 3 und 4 Stunden ausgefiihrt. 


15.3% 


bestimmt wurde, 


Weitere drei Bestimmungen 


15.6 °, 


und dann nach der 























410 E. Schmutzler: 


Als ein auffalliges Resultat der Na,HPO,-Zugabe fiihrt Abelin 
das Verhalten des respiratorischen Quotienten an, der in seinen Ve: 
suchen niedrig bleibt. In Abb. 1 habe ich die Mittelwerte der vier 
korrespondierenden respiratorischen Quotienten kurvenmabig 2) 
sammengestellt. Die Kurve, die die respiratorischen Quotienten fiir 
die Phosphatzugabe darstellt, steigt zwar zunichst flacher an und 
bleibt hinter der Kontrollkurve zuriick, geht aber nach einer Stund: 
um ein geringes iiber diese hinaus, um dann im gleichen Sinne mit ihr 
abzufallen. Ich halte diese Abweichung nicht fiir wesentlich, denn in 
den einzelnen Versuchen, insbesondere den Versuchen vom 12. und 
4. Juli, finden sich bei den Phosphatversuchen héhere respiratorische 
Quotienten als im Kontrollversuch. Wenn man daneben die Tatsache 
halt, daB in den spiteren Zeiten der respiratorische Quotient der 
Phosphatversuche sogar iiber den der Normalversuche hinausgeht, so 
liegt die Deutung naher, daB durch die Phosphatzugabe die Magen- 
motilitat und die Resorption geaindert wurde, und zwar im Sinne einer 
Verzégerung. Auch die Werte fiir die CO,-Abgabe und den O,-Verbrauch 
lassen keinen Unterschied erkennen, wie ihn Abelin angefiihrt hat 





RQ. 














4 vorher 3 30 4S 6b 120 80 20 
Minuten 
Abb. 1. 


Versuche mit 50g Traubenzucker. 
—--— Respiratorischer Quotient bei Zugabe von Phosphat. 
—— Respiratorischer Quotient ohne Zugabe von Phosphat. 


Ich habe den Sauerstoffverbrauch entsprechend dem respiratorischen 
Quotienten in Kalorien umgerechnet, und aus der Differenz zwischen 
dem Soll-Wert (Niichternwert) und dem Kalorienwert ergibt sich die 
spezifisch-dynamische Wirkung. Auch die Zeit der Zwischenpausen 
ist mit berechnet, wie es in unserem Institut iiblich ist und wie es 
z. B. Schirlitz' in der Arbeit tiber Beziehungen von Blutzuckerhéhe 
und spezifisch-dynamischer Wirkung angibt. So berechnet, stimmen 
meine Werte mit seinen Resultaten iiberein. Schirlitz hat in ver- 
schiedenen Versuchsreihen gefunden, da$ aus einer Kohlehydratgabe 
eine Stoffwechselsteigerung resultiert, die durchschnittlich 1,15 bis 


1 Diese Zeitschr. 188, 23, 1928. 
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9,.25°, der mit den Kohlehydraten zugefiihrten Kalorien entspricht 
Bei den Versuchen an Tieren (Hunden) wurde Livulose und Maltose 
verfiittert. Es ergab sich ein Mehrverbrauch von 7,8 bzw. 6,54°,. An 
Menschen ergaben sich bei Traubenzuckergabe entsprechende Zahlen 
von 4,0 bis 4,5°%, im Mittel 4,.25°,. Ich finde bei meinen mit der 
gleichen Technik ausgefiihrten Kontrollversuchen fiir Traubenzucker 
beim Hund den Durchschnittswert von 4,26 °,, 

Entsprechende Werte wurden auch schon von ('r. Lusk! angegeben, 
er fand bei Fiitterung von 50 g Dextrose einen Wert von 4,9°,. Das 
ist eine bei der Verschiedenartigkeit der Methode durchaus befriedigende 
Ubereinstimmung mit unseren Versuchen. Ich gebe die mit den Werten 
von Lusk und mir vervollstandigte Tabelle nach Schirlitz in Tabelle I 
wieder. 

Tabelle 11. 





Schirlitz Schrifttum Eigen Gesamt 


Mensch: 


SN ah le ce on, teal 9.25 9.25 
Lavulose t hee 9.1 3,95 6,53 
OS ee ae 6,2 -- 6.2 
ee 5.5 - 5,5 
Traubenzucker ..... 4.0 4.5 4.25 
Milchzucker - 1,15 1,15 
Tier: 
i? ~ oe nw Se 7.8 -~ _ 7.8 
Maltose ae ie 6.54 - 6.54 
Traubenzucker ... . _ 49 4,26 4.58 


Bei den Versuchen mit Phosphatzugabe finde ich einen Mehr- 
verbrauch von 6,7°,. Das ist also eine geringe Abweichung im Sinne 
einer Vermehrung der spezifisch-dynamischen Wirkung.  Vielleicht 
kénnte man diese durch ein gewisses Unbehagen und eine damit ver- 
bundene Unruhe des Hundes erklaren. 


Ganz eindeutig sind die Ergebnisse auch unter Zugrundelegung 
folgender Berechnung: Aus der Kalorienzahl und dem jeweils ent- 
sprechenden respiratorischen Quotienten bestimme ich die nur fiir Kohle- 
hydratverbrennung in Betracht kommenden Kalorien, und zwar fir 
die ganze Dauer des Versuchs mit Einrechnung der Zwischenpausen. 
So erhalte ich als Mittelwert aus den vier Normalversuchen den Wert 
von 76,8 Kalorien, als Mittelwert der vier Versuche mit Phosphat- 
zugabe 75,1 Kalorien. Die lediglich aus der Zuckerverbrennung innerhalb 
4 Stunden resultierenden Kalorien betrugen also 76,8 im Normal- 
versuch und 75,1 Kalorien im Phosphatversuch, das ist eine fast tiber- 


1 Journ. of biol. Chem. 18, 34. 
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raschend gute Ubereinstimmung. Sie zeigt, daB das zugefiihrte Phosphat 
an der Zuckerverbrennung nichts geandert hat. 

Ich kann also die Befunde Abelins hinsichtlich des respiratorischen 
Quotienten und des Gaswechsels bei Kohlehydratfiitterung — Phosphat 
nicht bestatigen. 

AnschlieBend an diese Versuche habe ich unter gleichen Be 
dingungen den EinfluB des Phosphats auf den Ablauf des Gaswechsels 
bei Fleischfiitterung untersucht. 

Nach Bestimmung des Niichternumsatzes wurden 250g Rindfleisce} 
(roh) + 20 bis 25g Na,HPO, gefiittert, in Kontrollversuchen nur dix 
250 g¢ Rindfleisch. Dann wurde in der ersten Stunde zweimal, darauf jec 
Stunde der Gaswechsel bestimmt. Die Versuche wurden iiber 6 bis 7 Stunden 
ausgedehnt. Abelins Versuche dauerten 3 bis 5 Stunden. Trotzdem ist 
nach 6 Stunden die Erhéhung des O,-Verbrauches noch nicht abgeklungen 
Auch nach 7 Stunden finden sich noch nicht immer normale Werte. Ich 
habe also lediglich die spezifisch-dynamische Wirkung des EiweiBes wahrend 
dieser Hauptverbrennungszeit von 6 bis 7 Stunden verglichen. 

Rechnerisch habe ich wie oben die spezifisch-dynamische Wirkung 
bestimmt unter Zugrundelegung des Sauerstoffverbrauchs. Ubrigens 
wurden 20 g Na,H PO, gut vertragen, 25 g scheinen aber an der oberen 
Grenze der Vertriglichkeit zu liegen, denn es trat fiir kurze Zeit Brechreiz 
auf. Darmstérungen machten sich nicht bemerkbar. Aus der tabel- 
larischen Ubersicht (Tabelle 111) ist ersichtlich, daB zwischen beiden 
Versuchsreihen keine wesentlichen Unterschiede bestehen. Der durch- 
schnittliche Wert fiir die spezifisch-dynamische Wirkung ist bei den 
Normalversuchen 17,2°%,, bei den Versuchen mit Phosphatzugabe 
21,1 %. 

Tabelle I11. 
Fleischversuche. 
(250g Rindfleisch.) 





com O, Respirationss com O,- Respirations- com Og Respirations: 
Min _Pro Min. quotient © pro Min. quotient — pro Min quotient 
5. XI. 23. XI. 14. XIL. 
131,1 0.7717 135,0* 0,7468 139.7 0.7285 
143.6 0.7377 135.0 0,7468 147.6 0.7384 
30 141.1 0.7152 - — 
60 148,9 0.7121 155.0 0,7570 
120 168.8 0,7514 160,9 0.7768 177.5 0.7150 
180 160.1 0,7334 171.3 0,7917 175.6 0.7261 
240 153.5 0.7367 175.0 0.7653 175.9 0.7087 
300 168,9 0.7585 162.4 0.7385 175.4 0.7061 
360 167,5 0,7558 168.1 0.7425 179.7 0.7268 
420 - 152.8 0.7509 - 
Spez.-dyn. Wirkung : 15,01 °,, 17,31 °, 19.17% 


* Die Vorversuche sind verloren gegangen. Es wurde zur Berechnung das Mittel der 
Vorversuche der iibrigen Versuchstage benutzt. 
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250g Rindfleisch + 20g Na,HPO,, 7. Dezember 1927 + 25g Na,HPO,.) 





com Og Respirations- com Op», Respirations- com Op» Respirations- 
Min. ¥ pro Min. quoticnt pro Min. quotient pro Min quotient 
14. XL. 30. XI. 7. Xl 
139.8 0,7380 141.9 0.7490 133.9 0.6898 
129.4 0.7350 141.9 0.7455 138,2 0.7179 
30 140,2 0.7101 : _ — 
60 159.1 0.7416 151.6 0.7632 158.9 0.6854 
120 164.3 0.7053 158.2 0.7325 173.0 0.7291 
180 161,7 0,7453 171.8 0.7654 175.9 0.6999 
240 175.5 0.7141 168.6 0.7857 189.0 0.6964 
390 161.2 0.7349 176.0 0.7483 174.4 0.6999 
360 165.7 0,7098 163.7 0.7208 172.6 0.7024 
420 161.3 0.7635 
Spez.-dyn. Wirkung: 23.45 °, 14,7°, 25.2% 


Es besteht also auch hier durchaus keine Herabsetzung der 
spezifisch-dynamischen Wirkung durch das Phosphat, sondern eher 
eine leichte Erhéhung, auf die ich aber kein Gewicht legen méchte, 
da sie noch fast innerhalb der Fehlergrenzen liegt und durch Neben- 
umstinde, wie bei den Zuckerversuchen erwahnt, bedingt sein kénnte. 

Somit halte ich die starke Herabminderang der spezifisch- 
dynamischen Wirkung in Abelins Versuchen fiir anomal, besonders, da 
der berechnete kalorische Wert unter dem Erhaltungsumsatz liegt. 


Zusammenfassend moichte ich sagen: 

1. Bei Zugabe von Na,H PO, zu Traubenzucker und Fleisch tritt 
keine Verminderung der spezifisch-dynamischen Wirkung in Er- 
scheinung. 

2. Der respiratorische Quotient steigt bei Zugabe von Phosphat 
zu Traubenzucker in der ersten Stunde langsamer an, erreicht dann 
aber dieselbe Héhe wie in den Kontrollversuchen. 

3. Der Einflu8 von 50g zugefiihrtem Traubenzucker macht sich 
auf den respiratorischen Stoffwechsel des niichternen Hundes geltend 
in einem Mehrverbrauch von 4,26°,, der mit dem Zucker zugefiihrten 
Kalorien, und entspricht so den Befunden, die am Menschen erhoben 


sind (4,25°,). 
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Uber die photochemische Dissoziation von Eisenearbonyl- 
verbindungen (Kohlenoxyd-Haimochromogen, Kohlenoxyd- 
Ferrocystein) und das photochemische Aquivalentgesetz. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem 


(Eingeqangen am 22. Aucuat 1928.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Um das Absorptionsspektrum des Atmungsferments aus der 
photochemischen Dissoziation seiner Carbonylverbindung! zu berechnen 
muB man den Zusammenhang zwischen Lichtabsorption und photo 
chemischer Dissoziation der Eisencarbonylverbindungen kennen. Wir 


; photochemische Dissoziation 
haben deshalb das Verhaltnis iir zwei ver- 
Lichtabsorption 


schieden konstituierte Eisencarbonylverbindungen, das Kohlenoxyd- 
Pyridin-Hamochromogen und das Kohlenoxyd-Ferrocystein, gemessen 

Kohlenoxyd-Ferrocystein ist eine kiirzlich von W.Cremer* ent- 
deckte Eisencarbonylverbindung, in der | Eisenatom mit 2 Molekiilen 
Kohlenoxyd verbunden ist Kohlenoxyd - Pyridin - Hamochromogen 
enthalt auf 1 Eisenatom | Molekiil Kohlenoxyd. Beide Eisencarbony! 
verbindungen dissoziieren bei Belichtung, wie W. Cremer? und 
H. A. Krebs* gefunden haben. 

Wir haben die photochemische Dissoziation bei monochromatischer 
Bestrahlung untersucht. Die Wellenlangen waren die Quecksilberlinien 


366 pape | ultraviolett), 


405 ., (violett), 
436 .. (blan). 
492 .. (blaugriin). 
546 .. (griin), 
578 .. (gelb) 


' O. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927; O. Warburg und E. Nege- 
lein, ebendaselbst 193, 339, 1928. 

2 W. Cremer, ebendaselbst 194, 231, 1928. 

3 H. A. Krebs, ebendaselbst 193, 347, 1928. 
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Diese sechs Wellenlingen werden von beiden Eisencarbony!l- 
-erbindungen absorbiert, vondem Kohlenoxyd-Pyridin- Hamochromogen 
Mittel 100mal so stark wie von dem Kohlenoxyd-Ferrocystein 
Kohlenoxyd-Pyridin- Himochromogen hat im Violett eine steile Absorp- 
msbande, im Blaugriin ein Minimum. Kohlenoxyd-Ferrocystein hat 
m Violett ein Minimum, im Blaugriin ein Maximum. Das Spektrum 
les Kohlenoxyd-Ferrocysteins ist in Abb. 7, das Spektrum eines Kohlen- 
xyd-Hamochromogens in Abb. 9 abgebildet. 


Zuniichst stellten wir fest, daB jede der sechs Wellenlingen photo- 
hemisch wirkt. Die photochemische Wirkung ist hier ebensowenig 
uf die Absorptionsbanden beschriankt, wie beim Chlorophyll? oder 
Hamatoporphyrin®. 

Vergleicht man in den verschiedenen Spektralbezirken die photo- 
chemische Dissoziation mit der Absorption des Lichtes, so zeigt sich, 
daB die Wirkung pro Kalorie absorbierten Lichtes mit der Wellenlinge 
wiichst. Ist @ diese Wirkung und 4 die Wellenlinge, so finden wir die 
von dem Einsteinschen Gesetz geforderte Beziehung* 


a. . 
Pe he 

Es geht daraus hervor, dab die photochemische Wirkung allein 
von der Zahl der absorbierten Quanten, nicht aber von der Grébe 
ihrer Energie abhangt. 

Was die absoluten Werte von @ anbetrifft, so liefert Kohlenoxyd- 
Pyridin-Hamochromogen fiir jedes absorbierte Lichtquantum im Mittel 
1.7 Molekiile Kohlenoxyd, Kohlenoxyd-Ferrocystein 4 Moiekiile Kohlen- 
oxyd. Deshalb schreiben wir die photochemischen Bilanzgleichungen : 
2FeCO + hv = 2 Fe+ 2 CO(Kohlenoxyd-Pyridin- Hamochromogen). 


2 Fe(CO), + hv = 2 Fe + 4 CO (Kohlenoxyd-Ferrocystein). 


In beiden Fallen spaltet also ein absorbiertes Lichtquantum zwet 
Kisencarbonylgruppen. 
Fi A, 


= ergibt sich eine einfache Gleichung zur Berechnung 


Aus 


2 2 
des Absorptionsspektrums aus der photochemischen Wirkung. Be- 
strahlt man eine sehr diinne Schicht mit verschiedenen Wellenlangen A 
und stimmt dabei die Lichtintensitaten i so ab, daB gleiche photo- 


1 O. Warburg und E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 106, 191, 1923. 

2 H. Gaffron, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 755, 1927. 

8 Vgl. E. Warburg, Quantentheoretische Grundlagen der Photochemie, 
Zeitschr. f. Elektrochem. 26, 54, 1920. 
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chemische Wirkungen entstehen, so ist das Verhaltnis der Al 
sorptionskoeffizienten B: 


d.h.: die Absorptionskoeffizienten verhalten sich umgekehrt wie di: 
eingestrahlten Quantenintensitaten. Dieser Satz wird im folgenden 
abgeleitet, angewendet und bestatigt. Damit sind die theoretischen und 
experimentellen Grundlagen gegeben, um aus der photochemische: 
Dissoziation der Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments das rela 
tive Absorptionsspektrum zu berechnen. 


I. Berechnung der Lichtabsorption. 

Ist c, die Konzentration der Eisencarbonylverbindung, i die Licht- 
Energie 
Flache < Zeit 

dem Wege dx in der Zeiteinheit absorbierte Energie 
d A, t.f,.c,.q-dz, (1 


wo q die bestrahlte Flache, £, der Lichtabsorptionskoeffizient der Eisen- 


intensitat | an der Stelle xz der Lésung, so ist die auf 


carbonylverbindung ist. 

Enthalt die Lésung noch andere lichtabsorbierende Substanzen 
von den Konzentrationen c,... und den _ Lichtabsorptionskoeffi- 
zienten J, ..., 80 ist die auf dem Wege dx von der zweiten Substanz 
in der Zeiteinheit absorbierte Energie 

dA, i. B,.c,-.q-dz 
und die gesamte auf dem Wege dx absorbierte Intensitat 


dA §. (Bye, + Bata + ...)q- dz. (2) 


Aus (1) und (2) ergibt sich der Anteil y. den die Eisencarbony!- 
verbindung an der Gesamtabsorption hat 
Bis , (3) 
Bic, + Bet +--> 
eine Beziehung,. die fiir jede Elementarschicht gilt und deshalb auch 
fiir die Summe beliebig vieler Elementarschichten, d.h. fiir endliche 
Licht wege. 
Integrieren wir (2) von x= 2, bis x= d, so erhalten wir die 
auf dem endlichen Wege d in der Zeiteinheit absorbierte Energie 
A = ty.q- [1 — e~ Pier + Paca+-- da), (4) 


wo i, die Intensitat an der Eintrittsstelle ist, e die Basis der natiir- 
lichen Logarithmen. 
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Die von der Eisencarbonylverbindung absorbierte Energie <A, ist 
nach (3) und (4) 
c ; 
4, : B, ‘i : ‘tq: {i — en (Ai ts + Pata ++-*)d), (5) 
Bye, + Bae, +>: 
Ist der Exponent von e groB, so geht (5) tiber in 


A, _ + ig (6) 


Bye, + Bat, +°°- 
Ist der Exponent von e klein, so geht (5) iiber in 


A, = t,.8,.q-.¢-4. (7) 


Beide Grenzfille kommen im folgenden vor. Im ersten Falle ist 
die von der Eisencarbonylverbindung absorbierte Energie A, un- 
abhaingig von d, im zweiten Falle ist sie unabhangig von den ¢,... 
und f,... 


Anmerkungen. 


1. Bei der Bestimmung der photochemischen Wirkung miissen 
die bestrahlten Lésungen bewegt werden, damit die photochemischen 
Spaltungsprodukte sich gleichmaBig in der Lésung verteilen. 

Bewegt man die bestrahlten Lésungen, so andern sich die Schicht- 
dicken d und damit nach (4) und (5) im allgemeinen auch die Licht- 
mengen, die in der Zeiteinheit absorbiert werden. Sind aber die Schicht- 
dicken gro6, so daB Gleichung (6) gilt, so sind Anderungen der Schicht- 
dicken ohne Einflu8 auf die Lichtabsorption. In Gleichung (6) kommt 
die Schichtdicke d nicht vor. 

DaB auch in dem Grenzfall der Gleichung (7) — sehr kleine Schicht- 
dicken Variationen der Schichtdicken ohne EinfluB auf die Licht- 
absorption sind, bedarf einer Erlauterung. 














ia variable 
SS —— Schichtoiche y 
¢ g 
‘ ‘ 
Trog I. Trog II. 
Abb. 1. 


Die Trége I und II, die in der Richtung der Pfeile bestrahlt werden, 
enthalten gleiche Fliissigkeitsvolumina v. In dem ruhenden Trog I 
ist die Schichtdicke d konstant. In dem bewegten Trog II ist die Schicht- 
dicke nicht konstant, sondern hat den variablen Wert y. 
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Ist g der Querschnitt, ¢ die Konzentration und £ der Licht 
absorptionskoeffizient, so ist nach (7) die in der Zeiteinheit absorbiert: 
Energie 

in Trog & 

. .B.¢.q.d, 

in Trog II: 


iy B.c.\dq.y, 


wobei die Integration iiber den ganzen Querschnitt g zu erfolgen hat 


Da 


| dq.y q.d v, 


so ist die in beiden Trégen in der Zeiteinheit absorbierte Lichtenergie 
..8.¢.¢. (7a) 


Unter der Bedingung der Gleichung (7) bestimmt also das Volumen r 
der Lésung die absorbierte Lichtenergie. Anderungen der Schichtdicke 
sind, falls das Volumen konstant bleibt, ohne EinfluB auf die ab- 
sorbierte Energie. 


2. In dem Ansatz (1) ist vorausgesetzt, dab 8 unabhangig von c ist 
(Beersches Gesetz), was im allgemeinen nur fiir kleine Anderungen 
von ¢ zutrifft. Bei der Anwendung, die wir von Gleichung (6) machen 

Bye 
11 > P22 
deutung eines Korrektionsgliedes hat. Unter den Bedingungen der 
Gleichung (7) jedoch ist darauf zu achten, daB § nahezu bei derjenigen 
Konzentration c bestimmt wird, fiir die man A berechnen will. Dann 
ist es gleichgiiltig, ob das Beersche Gesetz gilt oder nicht. 


werden, spielt dies keine wesentliche Rolle, da die Be 


3. Bei der bolometrischen Bestimmung der Lichtintensitat messen 
wir nicht die Flachenintensitaét ¢, sondern die Gesamtintensitaét, das 
Produkt 

t.¢@= J. 

Da J die experimentelle GréBe unserer Versuchsanordnung ist, 

so haben wir J, nicht 7, in unseren Tabellen angegeben. 


II. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Himochromogens. 


(Versuchsanordnung und Gleichungen.) 


Mit der photochemischen Spaltung des Kohlenoxyd-Hamo- 
chromogens setzt sofort die Riickreaktion der Spaltungsprodukte ein. 
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Deshalb haufen sich die Spaltungsprodukte nur so lange an, bis 
Spaltung und Riickreaktion einander gleich geworden sind. 


Wahrend in Fallen ohne Riickreaktion die spezifische photo- 
chemische Wirkung 
Spaltungsprodukte 
¥ absorbierte Strahlung 
ist, hat man hier @ aus dem stationéren Zustand zu berechnen, der 
sich bei Bestrahlung mit konstanter Intensitat einstellt. 


In zwei Trége von der Form der Abb. 2 bringen wir gleiche Mengen 
der Kohlenoxyd-Haimochromogenlésung, verbinden mit den Schenkeln 
eines Differentialmanometers, fiillen die Gasriume mit einem Gas- 
gemisch von bestimmtem Kohlenoxyd-Partial- 
druck und schiitteln zunachst im verdunkelten 
Thermostaten bis zur Einstellung des Dunkel- 
gleichgewichts. Dann bestrahlen wir das eine 
der beiden GefaBe monochromatisch mit der kon- 
stanten und bolometrisch gemessenen Intensitat 
J,, wobei die Strahlung durch den Boden des 
GefaiBes in vertikaler Richtung eintritt. Sie 
wird in dem Troge von dem Hamochromogen 





und dessen Kohlenoxydverbindung vollstandig 
absorbiert, die absorbierte Energie ist gleich A f O00 ad 

. , . eo . oa aw) 
der eingestrahlten. Wesentlich fiir die Ver- C 
suchsanordnung ist eine groBe Riihrgeschwindig- >.2. Versuchstrog. 
kei li weiel lie } shemische H = Kohlenoxyd-Hamo- 
eit, die ausreicht, um die photochemischen choomegualieuse, 
Spaltungsprodukte gleichmaBig in der Lésung @ = Glasperien, die bei 

7 me . a der Rotation des Troges 

zu verteilen. An der Eintrittsstelle der Strahlung die Mischung beférdern. 
in den Trog, der Stelle gréBter Spaltungs- 
geschwindigkeit, soll die Konzentration der Spaltungsprodukte nicht 
gréBer sein als an einer anderen Stelle des Troges. Wesentlich fiir 
die Anordnung ist ferner, daB die Intensitaten, mit denen man be- 
strahit, klein sind. Sie sollen den in dem Troge herrschenden 
Anfangszustand — das Dunkelgleichgewicht — nur wenig verschieben. 








Bei der Bestrahlung tritt ein positiver Druck p auf, der von dem 
abgespaltenen Kohlenoxyd herriihrt, und schnell zu dem konstanten 
Endwert p, ansteigt. Dann ist der zu J, gehérende stationare Zustand 
erreicht. 

Po ist immer klein gegen den in dem Troge herrschenden Gesamt- 
druck an Kohlenoxyd P, die Konzentration eines der beiden photo- 
chemischen Spaltungsprodukte bleibt also wahrend der Bestrahlung 
konstant. 


97 * 
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Verdunkeln wir, so verschwindet p wegen der Riickreaktion. Wir 


finden, dab —dp 


t 
. = R (8) 
p 


iiber hinreichend groBe Intervalle von p konstant ist, um aus der Ge- 
schwindigkeit, mit der p nach dem Verdunkeln abfallt, die Riick 
reaktion fiir den stationiiren Druck p, berechnen zu kénnen. 


Im stationaren Zustande sind die Geschwindigkeiten der photo- 
chemischen Spaltung und der Riickreaktion gleich. Ist A die pro Minute 
von dem Kohlenoxyd-Hamochromogen absorbierte Lichtenergie in 
emm CO 

cal.’ 


emm CO 


Grammkalorien, @ die spezifische photochemische Wirkung in 


so ist g . A die photochemische Spaltungsgeschwindigkeit in —- 
Minuten 


Ist ferner Ko die GefaBkonstante fiir Kohlenoxyd in Quadratmillimetern 
und messen wir p, in Millimetern, so sind p,.Kgg emm Kohlenoxyd 
im stationaren Zustande abgespalten. Dann ist, wenn wir R in reziproken 
Minuten ausdriicken, die Geschwindigkeit der Riickreaktion p, . Kgg . R 
emm CO 


— Beide Geschwindigkeiten gleichgesetzt, ergibt: 
Minuten 


g.A = Po- Keo- R. (9) 


Eliminieren wir A und berechnen A aus J», so ist zu bedenken, 
daB A nur die von der Kohlenorydverbindung des Himochromogens 
absorbierte Intensitat ist, wahrend die von dem freien Hamochromogen 
absorbierte Intensitat fiir den photochemischen Vorgang verloren geht. 
Ist der Lichtabsorptionskoeffizient des Kohlenoxyd-Hamochromogens £,, 
des freien Hamochromogens f, und sind im stationiren Zustande bei 
Bestrahlung mit J, die Konzentrationen des Kohlenoxyd-Hamochro- 
gens und des freien Himochromogens c, und c,, so ist nach Abschnitt I, 
Gleichung (6) cB, 


A e ad (10) 

° ¢,B; + ¢eBe 

(10), in (9) eingesetzt, ergibt 

¢, By , 

p-J,: Po- Keo. R. (9a) 
° Bi +¢2 Be 4 
Diskussion der Dissoziationsgleichung. 
Schreibt man die Gleichung (9) in der Form 

Pp - Po: Koo (9) 


R A 
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so steht rechts die von der Einheit der absorbierten [ntensitdt hervor- 
gebrachte photochemische Wirkung. Dies ist die experimentelle Grobe 
unserer Versuchsanordnung. Wir bezeichnen sie als die ,,spezifische 
photochemische Dissoziation’* und unterscheiden sie damit von der 
spezifischen photochemischen Wirkung @, die nicht Wirkung/absorbierte 
Intensitét, sondern Wirkung/absorbierte Energie ist. 

Nach (9) ist die photochemische Dissoziation umgekehrt pro- 
portional R. Da R die Bedeutung einer chemischen Geschwindigkeits- 
konstante hat, so wird R mit steigender Temperatur wachsen, die 
photochemische Dissoziation also mit steigender Temperatur ab- 


». Ke 
nehmen. Wir finden, dab Fe - 00 unter sonst gleichen Bedingungen 


bei 4° 52mal so groB ist als bei 40°. 


Da ferner einer der Teilnehmer an der Riickreaktion Kohlenoxyd 


, , ~ Po: Keo : “or 
ist, so wird R um so gréber, r um so kleiner, je héher der Gesamt- 


4 


. , —— Po- Keo : 
druck an Kohlenoxyd ist. Wir finden, daB ——— gwischen '/,, und 


« 


1 Atm. Kohlenoxyd dem Kohlenoxyddruck umgekehrt proportional ist. 
Bei 1/,, Atm. CO ist die photochemische Dissoziation unter sonst gleichen 
Bedingungen rund 20mal so groB als bei einer Atmosphire Kohlen- 
oxyd. Man sieht aus diesen Beispielen, wie betrichtlich; die photo- 
chemische Dissoziation durch auBere Bedingungen beeinfluBbar ist. 

R bestimmt die Zeit, in der sich der stationaére Zustand bei der 
Bestrahlung einstellt. Ersetzen wir in Gleichung (9) p, durch die 
Variable p und betrachten A und R als unabhangig von der Zeit, 
was fiir kleine Werte von p erlaubt ist, so betrigt die Zunahme: des 
Druckes pro Minute: 

dp @.A 
= — R.p. il 
ie hea ” 
Integriert und als Anfangsbedingung, da wir vom Dunkelgleichgewicht 
ausgehen, p= 0 fiir t= 0 eingesetzt: 
pA GA Rt 
== = —_ = -eé “ (12 
oe ) 
wo e die Basis der natiirlichen Logarithmen bedeutet. 

Nach (12) andert sich p so lange mit der Zeit, bis e~ *‘ klein gegen 1 
geworden ist. Dann fallt das zweite Glied der Gleichung fort und der 
stationare Zustand 

A 
>= 
R. Keo 
ist erreicht. 
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Wir finden R bei 10° in reziproken Minuten 


R= 1,23 bei einem Gesamtdruck an Kohlenoxyd von 0,047 Atm ' 
R= 26 - ‘ “ ws - - ae an 

Setzt man die Werte von R in (12) ein, so sieht man, daB der 
stationire Zustand in der bestrahlten Lésung! nahezu erreicht ist, wenn 
man bei einer Atmosphare Kohlenoxyd 0,18 Minuten oder bei '/,, Atm U 
Kohlenoxyd 3,7 Minuten bestrahlt. 

Diese Zeiten die Zeiten der ,,photochemischen Induktion* 
sind nach (12) unabhangig von der Lichtintensitat. Dies gilt jedoch 
nur, wenn — wie vorausgesetzt A unabhangig von der Zeit ist. 


d.h., wenn sich die Konzentration der lichtempfindlichen Substanz 
bei der Bestrahlung nicht merklich andert. 


Ableitung aus dem Massenwirkungsgesetz. 


Wir haben bisher die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes 
vermieden, weil wir nicht wissen, ob das Hamochromogen in unseren 
Lésungen als einfaches oder polymerisiertes Molekiil vorliegt. Wir 
wollen nunmehr Gleichung (%) aus dem Massenwirkungsgesetz ab 
leiten fiir den Fall, daB ein nicht polymerisiertes Hamochromogen 
vorliegt. Dann ist die Reaktionsgleichung, da | Atom Eisen | Molekiil 
Kohlenoxyd _ bindet 





Fe — CO— FeCO, (13) 


In dem Bestrahlungstrog (Abb. 2) sei die gesamte Menge an Eisen m 
das freie Eisen x und folglich das an Kohlenoxyd gebundene Eisen m — x 
Der Gesamtdruck des Kohlenoxyds sei P. Dann sind die Geschwindig 
keiten der beiden in der Lésung vor sich gehenden Elementarreaktionen 
im Dunkeln 


—dzxr +dzx 
6. P.z, — z2(m—2), 
dt dt \ 
wo z die Geschwindigkeitskonstante des FeCO-Zerfalls und 6 fiir 
P= } die Geschwindigkeitskonstante der FeCO-Bildung ist. Die 
l 
Dimension von z ist — , die Dimension von 6 —. : 
Minuten Minuten * Druck 





Wir betrachten zwei besondere Zustande in dem Troge, das Dunkel- 
gleichgewicht, bestimmt durch x= x, und einen stationaren Be- 
strahlungszustand, bestimmt durch x= x,. Die Bedeutung der 
GréBen gm, A, py und Kyo ist dieselbe wie in den vorhergehenden Ab- 
leitungen. 


1 Bei den manometrischen Messungen sind die Zeiten etwas gréBer, 
weil der Ausgleich zwischen Gas- und Fliissigkeitsphase Zeit erfordert. 
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Driicken wir x in Kubikmillimeter CO aus (22400 cmm 1 Milli- 
grammatom Fe), so ist 
Ly— Xq Po- Keo- (14) 
Ferner ist im Dunkelgleichgewicht 
0 z(m — 2%q)—6.P. 244 (15) 
und im stationaren Zustande der Bestrahlung 


-@g.A z(m— x,)—b.P. x. (16) 


Aus (14). (15) und (16) folgt 
g.A P,- Keo. (6.P +2). (17) 
Hier steht links die Geschwindigkeit der photochemischen Spaltung, 
rechts die Geschwindigkeit der Riickreaktion. Bezeichnen wir die 
Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion mit R’, so ist 
R' b.P+2z (18) 
g.A Po: Keo. RB. (19) wie (9) 


Die Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion ist also nicht 
gleich der Bildungskonstante des FeCO, multipliziert mit dem Kohlen- 
oxyddruck, sondern gleich der Summe 6 P + z. Die GréBe RF’ enthiilt 
ein Glied, das dem Kohlenoxyddruck proportional ist, und ein Glied, 
das vom Kohlenoxyddruck unabhingig ist. Nur fiir grobe Werte 
von P ist R’ dem Kohlenoxyddruck proportional. Wir finden, in 
Ubereinstimmung mit (18), daB die Geschwindigkeit der Riickreaktion 
bei kleinen Kohlenoxyddrucken (unterhalb von '/,, Atm.) langsamer 
abnimmt als der Kohlenoxyddruck. 

Die Gleichungen (19) und (9) sind identisch bis auf den Index 
von R. Im einfachsten Falle, wenn es nur eine Art von FeC O-Bindungen 
in der Lésung gibt, ist 

R= F=—6. P +s. 

Liegen aber in der Lisung polymerisierte Himochromogenmolekiile 

vor ', so hat man verschiedenartige FeCO-Bindungen, wie 


X FeCO X FeCO 
und 
X FeCO X Fe 
und jede dieser Bindungen hat ihr besonderes 6 und ihr besonderes z 
Dann ist R eine komplizierte Funktion der 6,... und z,... Dann 


ist auch R, im Gegensatz zu R’, nicht konstant, sondern andert sich 
mit po, der Entfernung vom Dunkelgleichgewicht. 


1 Wie in Lésungen des Hamoglobins nach G.S. Adair, Journ. of 
biol. Chem. 63, 493, 1925. 
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III. MeBmethoden. 


Zur Darstellung des Hamins wurden Rinderblutkérper mit Koch- 
salzléisung gewaschen und in siedenden, mit Kochsalz gesiittigten 
Eisessig eingegossen. Das ausgeschiedene Rohhamin wurde nach einer 
Vorschrift von Kiister! aus Pyridin-Chloroform-Eisessig umkristallisiert. 
nach einer Vorschrift von H. Fischer? mit Alkohol gewaschen und bei 75° 
getrocknet. Bei 4° und dem Kohlenoxyddruck von einer Atmosphiire 
nahm 1 mg Hamin, in alkalischer pyridinhaltiger Lésung mit Cystein 
reduziert, 34,4cmm Kohlenoxyd auf, das ist 1 Molekiil Kohlenoxyd 
auf 1 Atom Eisen (berechnet nach der Haminformel C,Hj)0,N, FeCl, 
Molekulargewicht 650, 8,57 °%, Fe). Die Himochromogenlésung enthielt 
5 bis 10 mg Hamin in 41 cem. Eine alkalische Himinlésung wurde 
mit Boratpufferlésung und Pyridin gemischt. Aus dem Gemisch wurde 
der Luftsauerstoff durch Kohlenoxyd ausgetrieben. Ohne die Kohlen- 
oxyddurchleitung zu unterbrechen, wurde eine neutrale, wiisserige 
Cysteinlésung zugegeben und 20 Minuten weiter Kohlenoxyd durch- 
geleitet. Dann war das Hiamineisen durch das (iiberschiissige) Cystein 
reduziert, das Pyridin-Haimochromogen gebildet und das Eisen des 
Pyridin-Hamochromogens mit Kohlenoxyd von Atmospharendruck im 
Gleichgewicht. Die Mengenverhiltnisse waren: 

32 mg Hamin (oder die Halfte) + 04cem n NaOH, mit Wasser 
auf 33 ccm, 

220 ,, Cystein-Chlorhydrat, eisenfrei? + 1,3ccm n NaOH, mit 
Wasser auf 33 ccm. 

33ccm Boratlésung* von py 10,3, in bezug auf Borsiure */, molar. 

33 ,,  frischdestilliertes Pyridin. 


Die, vier Fliissigkeiten wurden in der genannten Reihenfolge 
gemischt, je 41 ccm der Mischung nach vollzogener Reduktion und 
CO-Sattigung in die Versuchstrége (Abb. 2) eingefiillt. Um das 
Schaumen zu verhindern, wurden 0,3ccm Octylalkohol zugegeben. 

Die Konzentrationen an Cystein und Hamin in den Versuchs- 
losungen waren hiernach: 

Cystein: 1,06 . 10~> Grammmolekiile pro Kubikzentimeter, 
Hiamin: 1,87 . 10—-? Grammatome Fe pro Kubikzentimeter 
oder 3,74 . 1077 


Der Gasraum enthielt Kohlenoxyd-Argongemische von bekannter 
Zusammensetzung. Zur Verdiinnung des Kohlenoxyds wurde Argon 


1 W. Kister, Hoppe-Seyler 40, 391, 1903/04; vgl. auch Nencki, eben- 
daselbst 30, 384, 1900. 

2 H. Fischer und Schwerdtel, ebendaselbst 175, 248, 1928. 

8 Eisenfreies Cystein von C. A. F. Kahlbaum, Berlin-Adlershof. 

* Vorschrift diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
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benutzt, weil es von den technisch dargestellten indifferenten Gasen 


am wenigsten stérende Verunreinigungen enthalt. Der technische 
Wasserstoff enthalt immer verhiltnismaBig viel Sauerstoff (bis 
zu einigen Prozenten). Der technische Stickstoff enthalt, wie 


W. Cremer festgestellt hat, oft merkliche Mengen an Stickoxyden 
(bis 0,3 °,,), die wegen der Reaktion des N O mit dem Eisen des reduzierten 
Himins grobe Fehler verursachen kénnen. Das Argon der Lindes Eis- 
maschinen A.-G. in Héllriegelskreuth! bei Miinchen war fiir unsere 
Zwecke frei von Sauerstoff und Stickoxyden. 

Die Bestimmung der eingestrahlten Lichtintensitdt J, geschah bolo- 
metrisch nach dem von E. Warburg angegebenen Kompensationsverfahren 
in friiher beschriebener Weise*®. J, ist nicht Flachenintensitaét, sondern 

cal. 
Minuten 
ankam. Die Lichtquelle war eine Quecksilberdampflampe, tiber die 
Isolierung der Wellenlingen findet man naheres in einer vor kurzem 


erschienenen Arbeit*. 


Gesamtintensitat | | auf die allein es bei der Versuchsanordnung 


Bestimmung von A nach der Formel 
J c, B, 
“0 

1B, + Ce Bs 

Zur Bestimmung des Faktors y braucht man die Lichtabsorptions- 

koeffizienten 6 und die Konzentrationen ¢ des freien und des CO- 
Hamochromogens. c driicken wir zur Berechnung von y durch die 
iquivalenten Kubikmillimeter CO aus. Hat man in dem Versuchs- 
trog m mg Hamin, so ist das Gesamteisen 


> Fe = m.344cmm CO. 


A : J. y- 


Ist ferner im Dunkelgleichgewicht bei dem Kohlenoxyddruck P der 
Bruchteil 6 des Eisens mit Kohlenoxyd verbunden, 
Creo 


6 ; 
Cr¥e 


so ist im stationiren Zustande der Bestrahlung 


c, (Konzentration des CO-Himochromogens) = 6 . cyp, — Po. Keo. 


¢, (Konzentration des freien Himochromogens) = (1 — 6) .¢sy.+ Po. Aco: 


1 Wir danken auch hier der Gesellschaft fiir Lindes Eismaschinen fiir 
eine groBe Menge Argon, die sie uns zur Verfiigung gestellt hat. 

2 0. Warburg und E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 102, 235, 
1922; 106, 191, 1923. 

3 Dieselben, diese Zeitschr. 198, 339, 1928. 
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Die 6-Werte fiir die Kohlenoxyddrucke P findet man in A} 
schnitt V, die Lichtabsorptionskoeffizienten 8 in Abschnitt IV. 


Die Messung des Druckes p, geschah wahrend der Rotation dey 
Trége, die mit 500 Touren pro Minute rotierten, so schnell, daB ein 
Beschleunigung der Rotation ohne Einflu8 auf py war. Die Sper: 
fliissigkeit des Differentialmanometers war Capronsaure, von der 

11200 mm == | Atm. sind. 


Zur Ablesung des Druckes diente ein Kathetometer mit zwei 
Saulen und zwei Ablesemikroskopen, die gleichzeitig auf die beiden 
Menisken der Sperrfliissigkeit eingestellt wurden. Ein Teilstrich de: 
Ablesespindeln entsprach '/,9, mm. p, konnte also mit einer Genauig 
keit von einigen '/,,, mm abgelesen werden. 

Zur Bestimmung der Gefafkonstanten Koo wurden die Trége und 
Manometerschenkel mit Quecksilber ausgewogen. Der Querschnitt 
der Manometerkapillare war 0,160 qmm. Der Absorptionskoeffizient «,.,, 
des Kohlenoxyds wurde fiir das Lésungsmittel Pyridin-Borat mano 
metrisch bestimmt und so wenig verschieden von dem Absorptions 
koeffizient fiir Wasser gefunden, daB wir mit dem Absorptions 
koeffizienten a, fiir Wasser rechnen konnten. 


Die genaue Formel fiir die Berechnung der GefaBkonstanten A,., 
(fiir Differentialmanometer) findet man an anderer Stelle! abgeleitet 
Hier konnte, weil die Gasriume des Versuchs- und Kontrollgefabes 
gleich waren, und die Léslichkeiten des Kohlenoxyds und Argons 
klein sind, nach der vereinfachten Formel 
_ 273 

, “ 

Keo Y +@ r 
gerechnet werden. (vg Gasraum, v, Fliissigkeitsvolumen, beide in 
Kubikmillimeter, 7 absolute Versuchstemperatur, a, Absorptions- 
koeffizient des Kohlenoxyds bei 7°, \ Normaldruck der Capron 
siure in Millimeter, Q Querschnitt der Manometerkapillare in Quadrat 
millimeter.) 


Am schwierigsten war die Bestimmung von R, wegen der groben 
Geschwindigkeit der Riickreaktion. War py gemessen, so wurden aus 
den Trégen je 20 cem herauspipettiert. Dann wurde so schnell ge 
schiittelt, dab die restlichen 21 ccm in diinnen Lamellen an den vertikaler 
Wanden der Trége rotierten. Nach erreichtem Dunkelgleichgewicht 
wurde ein kleiner Druck p durch Bestrahlung erzeugt, verdunkelt 


1 O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8. 8. Berlin, Springer, 1926. 
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Wasser, d.h. in den angewandten Schichtdicken so gut wie nicht. 
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Waren 


und die Geschwindigkeit gemessen, mit der p im Dunkeln abfiel 
die Drucke zu den Zeiten ¢,, ty, ty, P,. Py. Ps 80 war R nach Gleichung (8), 
die wir hier integriert schreiben, 
l ) 

P1 

t,—t Pe 


R eh 


1 


IV. Die Lichtabsorptionskoeffizienten ? des Kohlenoxyd-Himochromogens. 


Zur Bestimmung von f wurde die Hamochromogenlésung, mit 
Stickstoff (f,) oder mit Kohlenoxyd (f,) von Atmospharendruck ge- 
sittigt, in planparallele Kiivetten eingefillt und die Lichtschwachung 
bolometrisch gemessen. Um die Lichtschwachung durch das Kiivetten- 
glas und das Lésungsmittel! (Pyridin-Borat) zu eliminieren, wurde 
die Lichtschwachung fiir eine mit Lésungsmittel gefiillte Kontroll- 
kiivette bestimmt. Die Flaichenintensitaéten an der Eintrittsstelle in 
die Kiivetten waren dabei so klein, daB die photochemische Spaltung 
des Kohlenoxyd-Himochromogens zu vernachlassigen war (Querschnitt 
des parallelen Strahlenbiindels etwa 60 qem, Kompensationswiderstand 
etwa 10000 Ohm, Flachenintensitat ¢ in cal/Sek..qem von der Grében- 
ordnung 10—*). Wurden die einfallenden Intensitaten durch Rauchglaser 
geschwiicht, so blieb die Lichtabsorption unverandert. 


Zur Berechnung von # diente die Gleichung 


J J,e~ Fee 
l l J, 
p “hr the 7 


Hier bedeutet J, die Intensitat beim Austritt aus der Kontrollkiivette., 


J die Intensitaét beim Austritt aus der mit Farbstofflésung gefiillten’ 


Kiivette, ¢ die Konzentration des Farbstoffs, d ist der Lichtweg in der 





Tabelle I. 
ec = 2,3. 10-% Grammatome Fe /cem (Aquivalent 15 mg Hamin Liter). 
d lem. Zimmertemperatur. 
Wellenlange In Stickstoff In Kohlenoxyd 
uu Jol J ty Jold 3; 
366 2,38 0,38. 10° 2.48 0,39. 10° 
405 17 123 , 17,5 1,24 
436 4,2 062 , 3,53 0,55 , 
546 1,86 0,27 , 1,62 0,21 , 
578 1,20 0,079 , 1,38 0,14 
1 Pyridin-Borat absorbiert die Versuchswellenlingen ebenso wie 
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Farbstofflésung, e die Basis der natiirlichen Logarithmen. Driickon 
wir d in Zentimeter aus, so ist das Volumen in ¢ in Kubikzentimeter 
auszudriicken. Wir messen c in Grammatomen Fe/ccm und erhalten 
dann f in qem/Grammatomen Fe. 

Das Ergebnis der Messungen ist in Tabelle I zusammengestellt 

Aus den #,-Werten der Tabelle | und den Konzentrationen c, des 
Kohlenoxyd-Hamochromogens in dem Trog, Abb. 2, berechnen wir 
die Schichtdicken z, fiir die die Lichtabsorption 98 °,, betragt und finden 





i C} Zz 
[uu] {Gramm-Atome Fe: ccm] [cm] 
436 1,87. 10-7 0,38 
436 3,74 , 0,19 
546 La fs 1,0 
546 3,74 , 0,5 


x war in dem ruhenden Trog 1.2 cm und in dem bewegten Trog, an 
den Stellen kleinster Schichtdicke, etwa lem. Man sieht daraus 
daB die kleinere Hamochromogenkonzentration zur _ vollstandigen 
Absorption der Wellenlange 436 4 ausreichte, aber knapp war fiir 
Versuche mit der Wellenlange 546 wu. Deshalb wurde fiir Versuche 
mit der Wellenlange 546 wu in der Regel die héhere Haimochromogen 
konzentration benutzt. 


V. Spontane Dissoziation des Kohlenoxyd-Himochromogens. 
(Messungen von F. Kubowitz.) 


Zur Bestimmung dienten GefaBe nach Abb. 3. Der Hauptraum H # 
enthielt Cystein, gelést in Pyridin-Borat, der Gasraum G Kohlenoxyd- 


2um Marnormeler 
t Abb. 3. 

Im Hauptraum H2#: 0,5 ccm Pyris 
din, 0,5ccm Borat (Pp 10,3, in 
bezug auf Borsaure '/; mol.), 
0,75 ccm Wasser, 10 mg Cystein- 
chlorhydrat, mit Natronlauge neu 
tralisiert. Im Anhang A: 0,25 com 
n/20 NaO H, etwa 2 mg Hamin. Im 
Einsatz £: 0,20 com n/5 Na,P,O, 
und 0,02ccm m/2 FeSO, Im 
Gasraum @: KohlenoxydsArgons 

he von wechselnder Zu- 
sammensetzung. 








Argongemische, der Einsatz HE Ferropyrophosphat (zur Absorption 
von Sauerstoffspuren). In den Anhang A wurden etwa 2 mg um. 
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kristallisiertes Hamin mit der Mikrowaage eingewogen und zur Lésuny 
des Hamins 0,25 ccm n/20 Natronlauge zugefiigt. Dann wurde mit 
den Manometern verbunden, in den Thermostaten eingehangt wii 
zunachst etwa 3 Stunden geschiittelt, bis aus dem Gasraum, ins 
besondere aus den Manometerkapillaren, der Sauerstoff entfernt uni 
der Druck in den GefaBen konstant war. (Die Sperrfliissigkeit wa: 
Brodiesche Lésung, von der 10000 mm = | Atmosph.) 

Dann wurde verdunkelt und die Haminlésung aus dem Anhang 4 
in den Hauptraum HR hiniibergespiilt. Hier wurde das Hamineisen 
von dem Cystein reduziert und es entstand Pyridin- Himochromoge: 
das Kohlenoxyd absorbierte, bis der Gleichgewichtsdruck P, erreicht 
war. Um kleine Druckanderungen, die wegen Anderung der Gas 
loslichkeiten beim Mischen der Fliissigkeiten auftraten, zu eliminieren 
wurde eine Kontrolle ohne Hamin angesetzt und der beim Einkippen 
der Fliissigkeit aus A in H R auftretende positive Druck (0.5 bis | mm 
von den (negativen) P,-Werten abgezogen. 

Betrug die Abnahme des Kohlenoxyddruckes, nachdem sie kon 
stant geworden war, hmm, so waren im Gleichgewicht 

h. Keg emm 
Kohlenoxyd absorbiert, wo Ay, die GefaBkonstante fiir Kohlenoxyd 
(in Quadratmillimeter) ist. War ferner der Anfangsdruck an 
Kohlenoxyd P, mm, so war der Enddruck P, P, — hmm oder 


P h 7 a : : 
= Atm. Die Gesamtmenge an Eisen in dem Versuchsgefal 
10000 
ausgedriickt in 4aquivalenten Kubikmillimeter Kohlenoxyd, war 
x Fe = m. 34,4 cmm, 


wenn wir mit m die eingewogenen Milligramme Hamin_ bezeichnen 
Es betrug also die Sattigung 6 bei P, Atm. Kohlenoxyd 
h. Keo 
DFe 

Tabelle II enthalt einen vollstandigen Versuch mit allen experi- 
mentellen Einzelheiten, Tabelle ITI die Sattigungen 6 fiir verschiedene 
Kohlenoxyddrucke und fiinf verschiedene Temperaturen. Aus Abb. 4 
in der die Sattigung 6 als Funktion des Kohlenoxyddruckes fiir fiinf 
Temperaturen graphisch dargestellt ist, sieht man, wie die Festigkeit 
der Kohlenoxydbindung mit steigender Temperatur abnimmt. 

Gabe es in den Kohlenoxyd-Hamochromogenlésungen nur eine 
Art von FeCO-Bindungen, so ware nach dem Massenwirkungsgesetz 


6 


fiir konstante Temperatur der Ausdruck 


6 ; Creco (20) 
Saas. ae 4 
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1, 6 :, 
konstant. Man sieht aus der Tabelle Ill, dab » nicht 
(1 te 
konstant ist, sondern mit zunehmendem Kohlenoxyddruck kleiner 
wird. Die ersten Anteile an Kohlenoxyd werden fester gebunden. 
400 $$ _____—____—_—, 


390} 
G80 | 


970} 





060} 
0,50} 
o40} 


—— Oo 


f — SS SS. San en. | 
100 Gad GO? Ga2 Gas GM Ga5 G6 
— Hohienaxydoruch (Arm ) 
Abb. 4. 
Sattigung o des Hamochromogens mit Kohlenoxyd bei verschiedenen Kohlenoxyddrucken 
und Temperaturen. o _ = 
es Fe 


Anmerkungen. 


: ; . P 6 
1. Nach Gleichung (20) sollte das Verhiiltnis : proportional 
( 


. ; 6 ‘ : 
dem Kohlenoxyddruck P, sein. ear ale Funktion von P, dargesteilt, 
sollte eine gerade Linie geben, die durch den Nullpunkt geht. Dies 


ist nicht der Fall, aber es zeigt sich bei der graphischen Darstellung, 


l 
dargestellt, ergibt nahezu, bei einigen Temperaturen sogar 


6 , : , 6 . ; 
dab : nahezu eine lineare Funktion von P, ist * als Funktion 


von P, 
recht genau eine gerade Linie, die jedoch nicht durch den Nullpunkt 
geht, sondern die Abszissenachse bei etwa 0,21 schneidet. Fiir P = 0 


ist also or nahezu gleich 0,21, oder die Sattigung 6 nahezu gleich 0.18. 


Dies bedeutet, dab es in der Hamochromogenlésung zwei Arten 

von Molekiilen gibt. Die erste Art, 18°, aller Molekiile, bindet 

Kohlenoxyd sehr fest, die zweite Art reagiert reversibel mit 

Kohlenoxyd nach dem Massenwirkungsgesetz. Die Gleichgewichts- 
6 


konstante fiir die Molekiile zweiter Art ist nicht oP” sondern 
(1 ) 
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. wenn wir wie bisher die gefundene Gesamtsattiguny 
(1 —o). P, 

mit 6 und die Sattigung P, = 0 mit 6, bezeichnen. Fiir 30° finden 
wir nach dieser Theorie fiir die Molekiile zweiter Art eine Gleic! 
gewichtskonstante von 45 (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





20°, 
P, o— % o S 

(C O+ Druck ” %% : : 
in Aameaghiicen) l 0 (1 a). ] 

0,416 . 107? 0,296 0.184 0.16 38.5 

0,907 0,425 0.184 0.42 46.4 

1,97 0.580 0.184 0.95 482 

4,25 0,720 0,184 1,91 45,0 


Mittel: H5 


In gleicher Weise und mit dem gleichen Wert von 6, findet man 
die Gleichgewichtskonstanten der Molekiile zweiter Art fiir die andern 





Temperaturen: 
a Oo 0 Oo 
(l1—o).P. (1 0). P. 
4° 172 20° 89 
10° 120 40° 26 


2. Versucht man nach der Anordnung, wie wir sie fiir das Pyridin- 
Hamochromogen beschrieben haben, die Kohlenoxydbindung fiir 
das reduzierte Himin zu messen, so st6Bt man auf eine merkwiirdige 
Erscheinung. 

Das VersuchsgefaB ist beschickt wie das Gefal} der Abb. 3, enthalt 
jedoch im Hauptraum kein Pyridin, sondern reine Boratlésung und 
Cystein. Der Gasraum ist mit Kohlenoxyd von Atmospharendrick 
gefiillt. Nach dem Eintragen des Himins in den Hauptraum findet 
man bei Zimmertemperatur, dab ein halbes Molekiil Kohlenoxyd pro 
Atom Eisen verhaltnismaBig schnell aufgenommen wird. Die weitere 
Absorption von Kohlenoxyd erfolgt sehr langsam. Bei 2° ist die Kohlen 
oxydaufnahme, wenn ein halbes Molekiil Kohlenoxyd pro Atom Eisen 
aufgenommen ist, so gut wie beendet. Bei 40° wird verhaltnismabig 
schnell fast ein ganzes Molekiil Kohlenoxyd pro Atom Eisen auf- 
genommen (vgl. Tabelle [Va und Abb. 5). Es verhalt sich also bei 2° 
die eine Halfte der Eisenatome anders als die andere Halfte 
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Tabelle IV a. 





igunyg 
Sattigung des reduzierten Himins mit Kohlenoxyd bei verschiedenen 
inden Temperaturen. Die Zahlen sollen keine Auskunft iiber die Geschwindig- 
eich, keiten des Vorgangs zu verschiedenen Zeiten geben, sondern nur iiber die 
Endwerte der CO-Aufnahme und die Zeiten, in denen die Endwerte erreicht 
werden. — Jedes Gefi enthielt im Hauptraum (H R, Abb. 3) 2 cem Borat 
ind 20 mg Cystein, im Einsatz £ Ferropyrophosphat, im Anhang A 4,19 mg 
Hamin, im Gasraum 100 Vol.-°4 Kohlenoxyd. 
2 Fe = 4,19. 34,4 = 144emm CO. 
— Zeit nach dem Ein- 20 40) 
kippen des Hamins cam CO cam CO 
D aus A in HR absorbiert absorbiert 
P 
5’ 26,1 82,2 
15 45,3 104 
20 51.6 114 
30 59,8 120 
40) 63,3 124 
55 68,7 127 
65 69,5 129 
75 71,5 131 
man 85 72,2 134 
95 72,2 134,8 
fern 105 72,2 
0 moe 05 0.94 
ey Fe 
a ne ee yo? 
ad | a t 
700} 7 


= te 


jin. ie } iat + + ; + 2° | 
f |_| 





fiir wy A 
ige a an | | 
0 20-3050 60 70 80% 700 F9 
—> ZeitinMiruler 
— Abb. 5. 
nd 4.19 mg Himin, aiquivalent 144cmm CO, wenn 1 Atom Eisen 1 Molekiil CO autnimmt 
ick Lésungsmittel: 2ccm wisserige Boratlésung (Pq 10,3, in bezug auf Borsiure 1 mol.) 
+ 20 mg Cystein. 
let 
ro Vi. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Himochromogens. 
- EinfluB des Kohlenoxyddrucks. 
n ‘ . . : ae 
Um die photochemische Dissoziation 
en > 
ig eo Po- Keo (9) 
if - R A 
aa bei verschiedenen Kohlenoxyddrucken zu bestimmen, sattigten wir 


eine Hamochromogenlisung bei 10° mit Kohlenoxyd von 0,045 bis 
Biochemische Zeitschrift Band 200. 28 
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0,997 Atm. und belichteten mit der Wellenlange 546 wu, bis sich de: 
stationare Zustand eingestellt hatte. Die Lésung enthielt 10 mg Hamin 
in 41 cem und absorbierte das eingestrahlte Licht vollstandig. Die 
Intensitaten der Bestrahlung J, waren so gewahlt, dab die Ausschlage p, 
im Vergleich zu den Gesamtdrucken an Kohlenoxyd (P) klein und alk 
von derselben GroBenordnung waren. 


Tabelle V enthalt das Ergebnis der Messungen mit allen experi 
mentellen Einzelheiten. Insbesondere enthalt sie die Daten, um 4 
aus der eingestrahlten Intensitat J, nach der Formel 


A y-Jo 1 By “Jy 
¢ B, + ¢2 By 
zu berechnen. Die £-Werte (in der Uberschrift der Tabelle) sind aus 
Tabelle I entnommen, die 6-Werte, die man zur Berechnung von c¢, 
und ¢, braucht, aus Tabelle IIT. 


Tabelle V zeigt, daB die spezifische photochemische Dissoziation 


» - Ko 
s. Pr co vom Kohlenoxyddruck abhangig, und zwar diesem Druck 
umgekehrt proportional ist. Denn das Produkt 
Po- Koo .P 
A 


ist nahezu konstant, im Mittel 27. Betragt also die pro Minute ab- 
sorbierte Energie 1 Grammkalorie, so sind im stationaren Zustande 
bei einer Atmosphire Kohlenoxyd 27cmm Kohlenoxyd aus dem 
Kohlenoxyd-Hamochromogen photochemisch abgespalten. 


, 


Po- K 
ist, so muB nach (9) die GréBe R — in dem Druckgebiet der Versuche 
proportional dem Kohlenoxyddruck sein: 


(R)p,  P, 


(R)p, Py 
Nach Abschnitt IX ist R bei 10° und 0,047 Atm. Kohlenoxyd 
gleich 1,23 reziproken Minuten. Rechnen wir mit diesem Werte, so 
erhalten wir die R,-Werte der Tabelle: 
P 
“0,047 


Wenn umgekehrt proportional dem Kohlenoxyddruck 


R, = 1,23 


R,, ist bei einer Atmosphare Kohlenoxyd 26, d. h. bei einer Atmo- 
sphire Kohlenoxyd (und 10°) verschwinden durch die Riickreaktion 
pro Minute 2600 ° 


» des photochemisch erzeugten Kohlenoxyddruckes. 
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436 O. Warburg u. E. Negelein: 


Multipliziert man Pe: 2 mit R,, so erhalt man nach Gleichung (9 
. = ; emm CO 

die spezifische photochemische Wirkung @ in _—" Die so be 
rechneten -Werte findet man in der letzten Spalte der Tabelle. Der 
Mittelwert ist 705, d.h. pro Grammkalorie absorbierter Strahlung 
werden durch die Wellenlinge 546 wu rund 700 cmm Kohlenoxyd aus 


dem Kohlenoxyd-Hamochromogen abgespalten. 


VII. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Himochromogens, 
EinfluB der Temperatur. 
Um die photochemische Dissoziation 
9  P-Keo (9) 
R A ; 
bei verschiedenen Temperaturen zu bestimmen, sattigten wir eine 
Hamochromogenlisung mit Kohlenoxyd von 0,046 Atm. bei 4, 10, 20, 
30 und 40° und belichteten bei diesen Temperaturen mit der konstanten 
Intensitaét J,, bis sich der stationire Zustand eingestellt hatte. Die 
Wellenlange war zwischen 4 und 30° 436 uu (blaue Quecksilberlinie) ; 
bei 40° reichte die Intensitaét der blauen Linie zur Erzeugung einer 
merklichen Dissoziation nicht aus; es wurde deshalb bei 40° mit der 
Wellenlange 546 wu (griine Quecksilberlinie) bestrahlt und die Disso- 
ziation auf die blaue Linie umgerechnet. 
Tabelle VI, die wie Tabelle V angeordnet ist, enthalt das Ergebnis 
der Messungen. Die spezifische photochemische Dissoziation fallt mit 


steigender Temperatur stark ab und ist bei 40° 52 mal kleiner als bei 4°. 
: . . aaa Po - ; 
Bestimmt man R bei 4 und 10° und multipliziert ~° 1 © mit R, 


so erhalt man nach Gleichung (9) die spezifische photochemische 
Wirkung g. Nach Tabelle VI ist m bei 4° 560 cmm/cal und bei 10° 
578 cmm/cal, also innerhalb der Fehlergrenzen gleich. @ ist zwischen 
4 und 10° konstant, und die Unterschiede in der GréBe der photochemi- 
schen Dissoziation — 750 gegen 468 — riihren allein von der Anderung 
her, die R mit der Temperatur erleidet. 

Ob dies auch fiir die héheren Temperaturen genau gilt, lieB sich 
nicht entscheiden, weil R schon bei 20° so gro} war, daB wir es nicht 
mehr bestimmen konnten. Berechnet man aus den Versuchen bei 
4 und 10° die prozentische Anderung von R pro Grad fiir konstante 
Konzentration des Kohlenoxyds, so findet man 

dR 
d? 


= 0,106. 
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Po - Keo 
A 
zwischen 4 und 40° unter der Annahme, da’ g konstant bleibt und nur R 
sich mit der Temperatur andert, so findet man 

dR 
dt 
R 


Berechnet man dieselbe GréBe aus der Anderung von 


VIII. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Himochromogens. 


EinfluB der Wellenlange. 


Um den Einflu8 der Wellenlinge auf die photochemische Disso- 
ziation a 
YP _ Po- Keo (9) 


R A 


zu bestimmen, bestrahlten wir Koltllenoxyd-Hamochromogenlésungen 
mit der ultravioletten (366 uu), blauen (436 wu) und griinen (546 py) 
Quecksilberlinie. Die Lésungen enthielten 10 mg Hamin in 41 ccm 
und absorbierten die genannten Wellenlingen vollstindig. Um die 
unvermeidlichen Versuchsschwankungen zu eliminieren, | wurde fiir 
jeden Wellenlangenversuch ein und dieselbe Kohlenoxyd - Hamo- 
chromogenlésung benutzt, die unter sonst genau gleichen Bedingungen 
mit den verschiedenen Wellenlaingen bestrahlt wurde. 


Tabelle VII zeigt, daB die spezifische photochemische Dissoziation 
sich mit der Wellenlinge andert, und zwer mit steigender Wellenlange 
ansteigt. 

Tabelle VII. 
Photochemische Dissoziation durch verschiedene Wellenlangen. 
vp 41000cmm, vg 11700cmm. Querschnitt der Manometerkapillare 


0,160qmm. 10°. Ago = 1,26qmm. Im Troge 10mg Haémin: 41 cem. 
2 Fe = 344emm CO. f-Werte nach Tabelle T. 





A 


Po- Koo 
Nr Poo| 4 Po Po-Keo Je A A 
cal @ 7 cal [emm — M 
{[Atm.] | [uu) [mm] [cmm) Minuten Minuten Ll cal aa 











546 3,04 3,84 0,818.10-? 0,86 0,82 0,67 .10-? 573 


— 


1 0,045;| 486 247 3,10 (0,850 , 0,86 0,84 0,714 , 44 
U 266 112. 141 O441 , 0,86 O86 0,379 , 372 


{| 546 2.60 3.27 | ia 0,92 089 248 ,. 132 
2 0,198)! 436 242 3.05 | 816 . 0,92 0.90 284 . 107 
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Giltigke:t des Einsteinschen Aqu ivalentgesetzes. 


Da die Zahl der Quanten, die eine Kalorie Strahlung enthilt 
proportional der Wellenlange der Strahlung ist, so gilt, wenn jedes 
absorbierte Quantum, unabhaingig von der Gréfe seiner Energi 
dieselbe Wirkung hervorbringt: 


Pi, Ay 
Pi, ho 


@ ist proportional der Wellenlange, eine Beziehung, die Einstein aus 
der Lichtquantentheorie abgeleitet, Z. Warburg zuerst bei der Photolys 
der Halogenwasserstoffsiuren gefunden hat. Die Beziehung gilt 
auch, nach Versuchen der Verfasser, fiir die photochemische Wirkung 
des Chlorophylls in der lebenden Zelle, nach Versuchen von H. Gaffron 
fiir die photochemische Wirkung des Chlorophylls, des Hamato- 
porphyrins und anderer organischer Farbstoffe in vitro. 


. = - . a F 
Nach Gleichung (9) erhalt man das Verhaltnis , wenn man 


he 


die spezifischen photochemischen Dissoziationen durcheinander dividiert 


Po- Keo 
Pa “3) 
© (21) 
Pi, (PoXco ) 
{ 


Es heben sich dabei fiir Versuchsbedingungen, die bis auf 4 identisch 
P > = ° ~ . ° ° Ay 
sind, R und Keo heraus, was fiir die Genauigkeit, mit der man 
erhalt, giinstig ist. 


Fiihren wir die Division fiir die Versuche der Tabelle VII aus, so 
erhalten wir: 








Fay Ay 
P i, Ay $j hy 
co 4 2 
Fi, Ay mit einer Abweichung 
von 
Pease 546 - . 
yes _ 14 99 ~~ = 1,25 5%, 
9 426 436 
> Gunn 2 436 
0,045 Atmosph. ree — 117 =~ = 1,19 2 
¥ 366 366 
$ 546 . 546 , 
1.54 — 1,49 3° 
4 366 366 ™ 
’ 4546 2% 546 _ 
0,198 Atmosph. 1,23 —— => | 25 29 
sie \ Y 436 436 . 
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Es ist also die spezifische photochemische Wirkung der Wellen- 
lange proportional, wie es das Hinsteinsche Aquivalentgesetz verlangt. 


IX. Die spezifische photochemische Wirkung ¢ bei der Dissoziation 
des Kohlenoxyd-Himochromogens. 


Da die spezifische photochemische Dissoziation, multipliziert 
mit R, @ ergibt 
Po - | (9) 


so sind die bisher beschriebenen Messungen der photochemischen 
Dissoziation, soweit fiir die Versuchsbedingungen R bekannt ist, auch 
Messungen von @. 

Wir haben F in einem Falle bei 4° und 0,045 Atm 
bestimmt und gleich 0,75 reziproken Minuten gefunden. 
R-Bestimmungen haben wir bei 10° und 0,047 Atm. Kohlenoxyd aus- 
gefiihrt. Ein Beispiel folgt in Tabelle VIII. Durch Belichten einer 
Kohlenoxyd-Hamochromogenlésung wurde ein positiver Druck von 
etwa 7mm erzeugt, dann wurde verdunkelt, gewartet, bis etwa 4 mm 
wieder verschwunden waren, und nunmehr beobachtet, wie schnell die 


Kohlenoxyd 
Die tibrigen 


noch iibrigen 3 mm _ verschwanden. 


Tabe lle Vii. 





10. Peo 0,047 Atm. vp 21000cemm, vg 31700 cmm, Q 0,160 qmm. 
t p 1 t p Mi t p Pi t p Pi 
Pa 2 Pa Pa 
(Min.) (mm) usw. (Min.) (mm) usw. (Min) (mm) usw (Min.) (mm) usw 
o. 3,06 \ 1.73 07 3,17 \ 1.87 0. 3,03 \ 1.87 0- 3,18 \ 1.86 
0,5 | 1,77 |} 173 0,5 | 1,69 |} 176 0,5 | 1,62 | 191 0,5 | 1,71 | 1'86 
1,0 | 1,02! 1'96 10 096 | 192 1,0 | 0,85 | y’93 1,0 0,92 77 
15 |052/) >") 15 O50 |) *°") 15) O44)! >” 15 | 0,58 |! **! 
5 0 5 0 5 0 5 0 
Mittel: 1,81 Mittel : 1.85 Mittel: 1,91 Mittel: 1,83 
1 1 1 ) 
R -In Pi "4 “In?! R «In? R l “In?! 
it Pe it Ps it Ps i. 
1.19 1.23 1.29 121 
: 1 
Mittel samtlicher Werte R 1.23. [ f 
Minuten 


Fiir dieselbe Lésung, fiir die nach Tabelle VIII R bestimmt war, 
und bei gleicher Temperatur und gleichem Kohlenoxyddruck wurde 
die photochemische Dissoziation gemessen, bei zwei um das Vierfache 
verschiedenen Intensitéten der blauen Quecksilberlinie 436 yy. 
Tabelle IX enthalt das Ergebnis. 
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Tabelle 1X. 
vp = 41000 cmm, vg = 11700cmm. Querschnitt der Manometerkapillare 
0,160 qgmm. 10°. Kgo = 1,26. Peo = 0,047 Atm. Im Troge 5 mg Hamin: 
4leem. J Fe = 172ecmm CO. 4 436 uu. 

















= AU Po Keg R 
Po Po- Keo Jo A A : ¥ 
cal aad cal cmm 1 cmm 
[mm] {[cmm}] Hinsesa | tea cal - Min | Mia | | cal | 
2,65 3,34 0,786.10-* 0,87 O84 0,660.10-* 506 1,23 622 
8,90 | 11,2 3,02 m 087 0,79 239 , 469 1,23 | 577 
Berechnen wir @ aus allen Versuchen mit 
Rous atm. = 0,75 und Roo sim. = 1,23, 
so erhalten wir: 
(= 
P cal ) 
A 546 uu A 43% uu A 366 uu 
= a Tabelle VI 439, Tabelle VII 
665 512) ~ ' 
690) Tabelle V 380} Tabelle VII 
9 2D 
— oes | ‘Tabelle IX 
680 : —— 
Mittel: 703 572 ‘ 439 


Auch fiir die Mittelwerte stimmt die Beziehung 


Pr, : Ay 
, Pr, hg 
sehr nahe. Denn es ist 
703 d 546 
Pose _ —— = 1,23, wahrend -? = ~ ; — 1.95 ist. 
Pass A, = 4386 


Was die Schwankungen von @ anbetrifft, so haben wir den Eindruck, 
daB @ bei der kleineren Konzentration an Kohlenoxyd-Hamochromogen 
etwas gréBer war. Vielleicht hangt dies damit zusammen, daB bei 
gréBerer Farbstoffkonzentration ein gréBerer Teil des Lichtes in der 
Fliissigkeitsschicht absorbiert wird, die dem Boden des Versuchstroges 
adhariert und bei der Rotation des Troges nicht bewegt wird. In der 
adhirierenden Schicht wird die Konzentration an freiem Hamo- 
chromogen gréBer sein als in der rotierenden Fliissigkeitsschicht. Da 














in : 
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man R fiir die in dem rotierenden Teile der Farbstofflésung herrschende 
Konzentration bestimmt, so wiirde man R und damit auch @ bei 
groBen Farbstoffkonzentrationen zu klein finden. 


Zahl der von einem Lichtquantum abgespaltenen Kohlenoxydmolekiile. 


Enthailt 1emm Kohlenoxyd a Mole Kohlenoxyd und 1 g-Cal 
Licht 6 Mole Quanten, so werden 
a 
Ps 


Molekiile Kohlenoxyd durch ein Lichtquantum abgespalten. 


Es ist 
a = sii = 4.46.10-8, 
6 fir 546 uu = ~ = 1,925.10-5, 
; 51 980 
» fir 436 uu = 1,536.10-°. 
vite 65100 


a 
Berechnet man 9 - b mit den fiir @ gefundenen Mittelwerten — 


Psag == 703 und Pygg = 572 cemm/cal — so wird 


a 
(fir 546 uu): p-. = 1,63, 


(fiir 436 wu): g- . — 1,66. 


a 
Berechnet man @.- b mit den fiir @ gefundenen Héchstwerten, 
so wird 
SES a ‘ 
(fir 546 up): m-— = 1,74, 


a 
(fiir 436 uu): gp - , = 1,80. 
) 


Wir finden also, dab ein Lichtquantum 1,6 bis 1,8 Molekiile Kohlen- 


oxyd abspaltet. Da diese Zahlen naiher an 2 als an | liegen, so 
schreiben wir die Bilanzgleichung der photochemischen Spaltung 


2 FeCO + Llhvy = 2 Fe + 2CO, 


wo FeCO eine Eisencarbonylgruppe des Kohlenoxydhimochromogens 
ist und wir offen lassen, wie viele solcher Gruppen auf | Hamo- 
chromogenmolekiil kommen. 
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Anmerkung. 

Liegen in der Kohlenoxyd-Hamochromogenlésung (vgl. Anmerkun, 
zu Abschnitt V) zwei Arten von Molekiilen vor, solche, die das Kohlenoxy: 
sehr fest und solche, die es reversibel binden, so kann es sein, daB nur div 
Molekiile zweiter Art merklich photochemisch dissoziieren. Dann ging 
die von den Molekiilen erster Art absorbierte Lichtenergie fiir den phot 
chemischen Vorgang verloren und wir miiBten die absorbierte Energie 4 
auf die Molekiile zweiter Art umrechnen. Tun wir das, indem wir fiir alk 
FeCO-Bindungen gleiche Lichtabsorptionskoeffizienten annehmen, so wird 
k mit den Mittelwerten von @5,, und @yy_ 2,1 statt 1,64. 


X. Kohlenoxyd-Ferrocystein. 

List man Ferrosulfat in einer alkalischen Cysteinlésung, so bildet 
sich ein farbloses, komplexes Eisensalz des Cysteins. Das komplex 
gebundene Eisen reagiert, wie W.Cremer! gefunden hat, mit Kohlen- 
oxyd. Leitet man in die Lésung Kohlenoxyd, so firbt sie sich unter 
Aufnahme von Kohlenoxyd orangegelb. Belichtet man die orange- 
gelbe Lésung, so zerfallt das Kohlenoxyd-Ferrocystein in Kohlen- 
oxyd und freies komplexes Eisensalz. W. Cremer wird demniichst 
tiber die Zusammensetzung des Kohlenoxyd-Ferrocysteins berichten 
Fiir uns geniigt hier, daB nach den Versuchen von Cremer 1 Atom 
Eisen 2 Molekiile Kohlenoxyd aufnimmt, 


Fe + 2CO = Fe(CO),. 


Als Lésungsmittel benutzen wir wasseriges Borat von pg 9.5, 
das in bezug auf Borsaure 1 mol. ist. In 1 cem Borat bringen wir 
0,1 mg Fe (als Ferrosulfat) und 7,5 mg eisenfreies Cystein-Chlorhydrat. 
Die Lésung enthalt dann im Kubikzentimeter 
1,7%.10~-* Grammatome Fe und 4,8 . 10-5 Grammmolekiile Cystein, 
also 27 Molekiile Cystein auf 1 Atom Eisen. 


Um die Kohlenoxydaufnahme zu messen, benutzen wir Gefibe 
von der Form der Abb.3. In dem Hauptraum HR _ befindet sich 
alkalische Boratlésung, in dem Anhang A Cystein-Chlorhydrat -+- Ferro- 
sulfat, in dem Einsatz £ alkalische Ferro-Pyrophosphatlésung (zur 
Entfernung von Sauerstoffspuren), im Gasraum reines Kohlenoxyd 
oder mit Argon verdiinntes Kohlenoxyd. 


Sind Gasraum und Lésung sauerstofffrei, so wird der Inhalt von A 
in den Hauptraum H R hiniibergespiilt und die von der Aufnahme des 
Kohlenoxyds herriihrende Druckanderung gemessen. Der Endwert 
und die Geschwindigkeit, mit der der Endwert erreicht wird, hangen 
vom Druck des Kohlenoxyds ab. F. Kubowitz fand fiir 20°: 


1 W. Cremer, diese Zeitschr. 194, 231, 1928. 
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Poo Endwert erreicht in Endwert fiir 0,1 mg Fe Sattigung 
\tmosphbaren Min. 

0,98 30 80emm CO (—2C0:1 Fe) 100 

0,49 50 80cemm CO 10) 

0.24 100 . " 95 


XI. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 


(Versuchsanordnung. ) 


Wie bei der Bestrahlung des Kohlenoxyd-Himochromogens, so 
setzt auch hier mit der Spaltung die Riickreaktion ein. Auch hier 
haben wir die spezifische photochemische Wirkung aus dem stationaren 
Zustande zu berechnen, der sich bei Bestrahlung mit der konstanten 
Intensitat J, einstellt. Die Gleichung des stationiren Zustandes ist 
wieder 

g.A = pg-Keo- 8, (9) 
wo die Bedeutung aller Grében dieselbe ist wie vorher. 

Die Versuchsanordnung unterscheidet sich wesentlich von der 
Anordnung der Hamochromogenversuche nur durch die GréBe der 
Lichtabsorption. Kohlenoxyd-Ferrocystein absorbiert viel schwacher 
als Kohlenoxyd-Hamochromogen, zwischen 366 und 43640 rund 
100mal so schwach. Wollten wir hier mit vollstandiger Absorption 
arbeiten, so miiBte die Konzentration des Farbstoffs rund 100mal 
so gro} sein wie bei den Hamochromogenversuchen. Da aber erfahrungs- 
gemiB! bei hohen Farbstoffkonzentrationen Stérungen der photo 
chemischen Wirkung auftreten, so haben wir wieder bei kieinen Farb- 
stoffkonzentrationen (~ n/1000) gearbeitet. Dann war die Licht- 
absorption unvollstandig und betrug nur 6 bis 9°,, der eingestrahlten 
Intensitét. Beriicksichtigt man, daB das freie Ferrocystein nicht 
merklich absorbiert, so war hier die pro Minute absorbierte Energie A 
aus der eingestrahlten Gesamtintensitat J, nach der Gleichung (5), 
Abschnitt I: 

A = J,(1 — e—?¢4) (5) 
zu berechnen. (f Lichtabsorptionskoeffizient, ¢ Konzentration des 
Kohlenoxyd-Ferrocysteins, d Linge des Lichtweges in der Lésung, 
e Basis der natiirlichen Logarithmen.) 

Die Riickreaktion zwischen Kohlenoxyd und Ferrocystein verlauft 
unter unseren Versuchsbedingungen langsamer als die Riickreaktion 
zwischen Kohlenoxyd und Hamochromogen. Wir finden R bei 20°, 


1 Vgl. H.Gaffron, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 755, 1927. 








444 O. Warburg u. E. Negelein: 


bei kleinen Entfernungen von dem Dunkelgleichgewicht und bei dem 
Kohlenoxyddruck von einer halben Atmosphire gleich 0,139 reziproken 
Minuten, wahrend R fiir Kohlenoxyd-Hamochromogen bei 10° und einer 
halben Atmosphare Kohlenoxyd etwa 13 reziproke Minuten ist. Wir 
finden ferner, daB R fiir Kohlenoxyd-Ferrocystein nicht der ersten 
sondern nahezu der zweiten Potenz des Kohlenoxyddrucks proportional! 
ist, endlich, dab R sich nur wenig mit der Temperatur andert, z. B. bei 
20° nur 1,2mal so groB ist als bei 9°. Deshalb ist hier die spezifische 


Po - Keo 


photochemische Dissoziation groBer, sie nimmt ferner mit 


abnehmendem Kohlenoxyddruck starker zu und ist schlieflich weniger 
von der Temperatur abhangig als im Falle des Kohlenoxyd-Hiamo. 
chromogens. 


Fiir die Messungen benutzen wir zwei GefaBe von der Form der 
Abb. 6, die ungefahr gleich groB sind und in gleicher Weise gefiillt 
werden. Der Hauptraum enthalt 1 cem Ferrocysteinlésung L und 
Kohlenoxyd von einer halben Atmosphare Partialdruck, der Wulst VW 
0,3 cem Wasser und gelben Phosphor Ph (zur Absorption von Sauerstoff.- 
spuren). Die GefaBe werden, mit den beiden Schenkeln eines Differential- 


Abb. 6. Versuchstrog. 
L: 1 ccm  Kohlenoxyd-sFerros 
cystein«Lésung (0,1 mg Fe, 7,5mg 
Cysteinchlorhydrat, gelést in 
XK? Borat von Pq 9,5). W: Wulst 
mit 0.3 ccm Wasser und gelbem 


§ Phosphor Ph (zur Absorption 
Aw von Sauerstoffspuren). 














Cc 


manometers verbunden, im Thermostaten bis zum Dunkelgleich- 
gewicht geschiittelt, wobei eine Glasperle in L die Mischung begiinstigt. 
Dann wird eines der beiden Gefibe monochromatisch mit der kon- 
stanten Intensitat J, belichtet, bis — nach etwa 30 Minuten — der 
stationire Druck p, erreicht ist. Weil nicht mit vollstandiger Absorption 
gearbeitet wird, ist darauf zu achten, daB der Querschnitt des Strahlen- 
biindels nahezu gleich der Grundfliche von LZ ist (er war 6,2 qem), 
ferner, daB die Schichthéhen der Lésung beim Schiitteln von dem 
Ruhewert d nicht allzusehr abweichen. Geringe Schwankungen der 
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Schichthéhen waren (vergleiche Anmerkung zu Abschnitt [) un- 
vesentlich. 

Bei der Rechnung ist darauf zu achten, dab c im stationiren 
Zustande der Bestrahlung kleiner ist als die Dunkelkonzentration cy. 
Driickt man die Gesamtmenge an Eisen im Versuchstrog wieder durch 
die aquivalenten Kubikmillimeter Kohlenoxyd aus (1 Milligrammatom 


Fe — 2 . 22400 cmm), so ist c im stationiren Bestrahlungszustande 
Pp ay Fe _ Po ° Koo 
c= —— “Cas 
= Fe 
Dies gilt fiir alle Kohlenoxyddrucke, bei denen — im Dunkeln 


das gesamte Eisen mit Kohlenoxyd verbunden ist. 


XII. Die Lichtabsorptionskoeffizienten § des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 


Die Lichtabsorptionskoeffizienten $8 wurden nach der Gleichung 
.-% J 
ai Mil 


c 


berechnet, die Verhaltnisse J,/J, wie im Abschnitt III beschrieben, 
bolometrisch gemessen. Die Flaichenintensitat i, an der Eintrittsstelle 
in die Absorptionskiivette war wieder so klein (~ 10~* cal/qem . Sek.), 
daB die photochemische Dissoziation zu vernachlassigen war. Die 
Konzentration des Kohlenoxyd-Ferrocysteins bei den Apbsorptions- 
: , : o- Koo 
messungen war dieselbe wie bei den Messungen von r und @, 
so daB es fiir die Rechnungen gleichgiiltig war, ob das Beersche Gesetz 
gilt oder nicht. 

Tabelle X enthalt das Ergebnis der Messungen. Die 8-Werte fiir 
die Wellenlangen 546 und 578 uu sind wegen der sehr geringen 
Absorption verhiltnismaBig ungenau. 


Tabelle X. 
Lichtabsorption des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 0,.lmg Fe + 7,5 mg 
Cysteinchlorhydrat: 1 cem Borat, px 9,5. 











Wellenlange Schichtdicke Rensenteation J ; I . 1 In 2° 
i d c > d c J 
| Gramm-Atome Fe . qem 
[uu] [cm] i ccm Gramm:Atome Fe | 
366 1 1,79. 10-6 3,30 0,67 . 108 ' 
405 1 a 2,28 0.46 
436 1 ! a 2.37 O48 , 
492 l :. 3,23 065 . 
546 l 1,79 jn 1,37 a . 4 10°.) 
578 2 ia 1,12 0,032 . (+ 30%) 
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XIII. Photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 
(EinfluB der Wellenlange.) 


Wir haben die photochemische Dissoziation des Kohlenoxyd- 
Ferrocysteins 


oa (9) 


fiir diejenigen vier Wellenlangen der Quecksilberdampflampe bestimmt 
bei denen die Substanz verhaltnismaBig stark absorbiert: 366, 405 
436 und 492 uu. 


Tabelle XI enthalt eine Versuchsreihe, in der dieselbe Lésung 
hintereinander mit den vier Wellenlangen belichtet wurde. Wie man 
, , , ee : : .,. Po: Keo _. 
sieht, nimmt die spezifische photochemische Dissoziation = mit 


steigender Wellenlinge zu, von 9420 bis 13200. 


Dividiert man die photochemischen Dissoziationen durcheinander, 
so erhalt man nach Gleichung (9) das Verhaltnis der spezifischen photo- 
chemischen Wirkungen g. In der vorletzten Spalte der Tabelle XI 
steht das Verhaltnis @, @g,. in der letzten Spalte das Verhaltnis der 
Wellenlingen 7/366. Beide Verhaltnisse stimmen innerhalb der Fehler- 
grenzen der Messungen iiberein. Es gilt also die Beziehung 

Pi, Ay 


Piz ay A,’ 


d. h. es gilt das photochemische Aquivalentgesetz. 


XIV. Die spezifische photochemische Wirkung ¢ bei der Spaltung 
des Kohlenéxyd-Ferrocysteins. 


Um @ nach der Gleichung 
Po- Keo ; 


r ie (9) 


zu berechnen, bestimmten wir, wie in Abschnitt X III, die photochemische 


: .,. Po- Keo “_- : . 
Dissoziation und auBerdem — fiir dieselbe Lésung, in demselben 


a 


GefiB, unter den gleichen Bedingungen — die GréBe R. 


Die Wellenlange war die griine Quecksilberlinie 546 wu. Es wurde 
mit zwei verschiedenen Intensitaten bis zur Einstellung des stationaren 
Zustandes bestrahlt, die stationiren Drucke p, waren 5,1 und 7,7 mm. 
Dann wurde durch Bestrahlung ein Druck erzeugt, der etwas gréBer 




















Uae ('C.KFerrocvsteins. 











447 


sisencarbonylverbindungen. 


Photochemische Dissoziation von I 


"399 ¢ Ud}UIIZYJ20ysSUONdIOSGEI Yor] SOP SunWMYseg 19p 








UOA Uso Uesem Wi Jay Wyn 





9 OL BOA 49/994 19Q] « 


( Ol +) (g == Od any) 
PbO Fr OFLI Igl 0 008 ST 2 SIT 9FO0 - ee “  LVO ~ GOS) Let Ll | 96 
«("/o OF) a's Od any) 
90°F OSLI 6E10 009 GI OT Les | 9TO 9-01 9CT 90T LEO s-OT L6T)| FOT | OS | OF 
z wasnuiyy - 89 [sew {a>} w99 | aq | [ae [uw] ju) = [nin} 
2 = ww ye a4 eWOywWWEITy wob [vo 
a 3 
¢ P b ad V V P . g — OO 0d od y 
4 ro) OO" - 0d 
3 = (pag 2 —-D =F 





“UL, Oy GULOPBUIUTBIF) 9 OT * GLI 


joyunp (°49) 


‘O,) UU OS oA T 


‘t09 | : og Jur [ ‘9 seAouy sep uineiyjdney wy “Uy gst‘o O97 ‘OZ ‘Luruub) £0°% O9Oy ‘UU OOFZZ Y4 ‘UU OOE] Fa 


‘SUIAISADOLIOT-QOQ Sep Bungyedg asp tog b Dunya eypstutaypszoyd ayostyizedg 











rel OFT We EI ~ OTS | 9T0 - ey 9610 
6r 01 OG TT ~ Qe | 9T0 ~  OLT “ SFU " 8860 
OVl wl 000 O1 ~ OBE 910 ~ a “ OPO ~  LEeo 
I I OCF 6 +-OL' GEF 910 9-OT OLT 90T* L90 2-01 920 
| uaynuty - fee | uaynuip | [us>} wo | | a4 WWOJBWIUIBIS) | uaynuly | 
99¢ 995 f wae jso 24 ®wWO}WWUIBIF =e j Th) 
- ts F V P ) rs a 0 


0 + 0% 0 , 
Oy + Od OE, Ds F 


TIX PPL 


SIF COs OF 
SRE OW YEP 
Rh 068 COF 
80'F 00% GOL 
sd | (uru} [nn] 
“y . od od 4 





“ULD9, OF GULOPBUTUIBIT) 5 OT * GLI 


jeyunp (%4)) 


‘QO: Ulu OR °1F 


‘ue |: Og Bury‘g sexory, sop unegdney wy “wyy ggt‘o Og ‘eZ ‘Laurub) £0'Z O9Oy ‘urUtD 


*sutoysA001104-OF) Sep UOTZBIZOSSICT 9YyOSsTUTeyoOjoYyd orp ynR eFuRpUETIEA, Jop gnyyugy 


‘ _— 

eS oe 
hd ~- 
- — 


mt 
a) 

ing 

an 


{) 
nit 





0- 
I 


ey 
r 


OOFZS Pa ‘uD OHE, 4a 


IN QL 








ee ae 


= 


— 








; 
i 
: 


448 O. Warburg u. E. Negelein: 


als 7,7 mm war, verdunkelt und die Geschwindigkeit gemessen, mit 
der p abfiel. Folgende Zahlen wurden dabei erhalten: 
20°. Koo = 2 04. 





t p Py > 1 Pi 
usw. R -In 

{Min.] [mm] P2 Jt Pe 

0 8,75 

‘ “ 1,30 0,131* 

2 en \ 1.84 0,134 

6 395 1,32 0,139* 

8 3°00 1,32 0,139 

10 2.95 { 1.33 0,141 


Wie man sieht, nimmt R# mit sinkendem p zu. Zur Berechnung 
von @ wurden diejenigen Werte von R gewihlt, die zu den Drucken 
gehérten, bei denen die photochemischen Dissoziationen bestimmt 
waren (in der vorhergehenden Zahlenreihe mit * bezeichnet). 

Tabelle XII enthalt die zur Berechnung von @ notwendigen Zahlen. 
@ ist 1750, d. h. eine Grammkalorie absorbierter Strahlung der Wellen- 
lange 546 uu spaltet aus dem Kohlenoxyd-Ferrocystein 1750 emm 
Kohlenoxyd ab. 

Berechnen wir das Verhaltnis Mole CO/Mole Quanten wie in 
Abschnitt IX, so finden wir rund vier. Die Bilanzgleichung der 
photochemischen Spaltung ist also 

2 Fe(CO), +- hy = 2 Fe + 4CO, 
wo Fe(CQ), eine Eisencarbonylgruppe des Kohlenoxyd-Ferrocysteins 
bedeutet und wir wieder offenlassen, wie viele Eisenatome auf ein 
Molekiil Kohlenoxyd-Ferrocystein kommen. 


XV. Beréechnung des Absorptionsspektrums aus der 
photochemischen Dissoziation. 


Wir benutzen die Gleichung des stationiren Zustandes 
g.A = py. Keo. R, (9) 
um aus der photochemischen Dissoziation das Absorptionsspektrum 
zu berechnen. 

Die Lésung einer Eisencarbonylverbindung von der Schichtdicke d 
werde monochromatisch mit der Wellenlange A, von der konstanten 
Intensitat J, bestrahit, bis der stationire Kohlenoxyddruck p, ent- 
wickelt worden ist. Der Lichtabsorptionskoeffizient der Eisencarbonyl- 
verbindung fiir die Wellenlange /, sei £,, die Konzentration der Eisen- 
carbonylverbindung im stationiren Zustande der Bestrahlung sei c,. 
Auber der Eisencarbonylverbindung enthalte die Lésung noch beliebig 
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iele lichtabsorbierende Substanzen. Die Lichtabsorption sei so klein, 
iaB einfallende und austretende Intensitiét nahezu gleich sind. Dann 
st die von der Eisencarbonylverbindung pro Minute absorbierte 
Energie nach Abschnitt I, Gleichung (7) 

A=Jd,.c,.6, .d, (7) 
also die von der Eisencarbonylverbindung absorbierte Lichtmenge 
unabhingig von der Lichtabsorption durch etwa vorhandene andere 
lichtabsorbierende Substanzen, ein fiir die Anwendungen wesentlicher 
Umstand. 

Setzen wir (7) in Gleichung (9) ein und versehen alle auf die Wellen- 
lange A, beziiglichen GréBen mit dem Index 1, so erhalten wir fiir den 
stationéren Zustand der Bestrahlung 

gp, -J,-¢,-p,.d = p,. Keo. R, (22) 
und bei Bestrahlung derselben Lésung (d = d, = d,) mit der Wellen- 
lange A, 

Po -J9-Cg- Bg. d = Pe: Koo. Ry (22a) 

Dividieren wir (22) durch (22a), so ergibt sich 

B, oa J, Po Pr Ry 
Bs J, G1 “1 Po Ry 
und nach dem photochemischen Aquivalentgesetz (? =; 


B, a Jy hy Cp my Ry (23) 
Bo Jy Ay Gy Py Ry 

Wahit man J, und J, so, dab die Drucke des photochemisch ab- 
gespaltenen Kohlenoxyds p, und p, im stationaren Zustande gleich 
sind, so ist auch 

¢,==¢,, R, = R, 
und (23) geht iiber in die Gleichung 
By a Jada (24) 
Bp 4a Ay 
d.h. die Absorptionskoeffizienten verhalten sich umgekehrt wie die 
eingestrahlten Quantenintensitaten. 

Oft sind die Absorptionskoeffizienten so verschieden, da die 
Unterschiede der Wellenlingen dagegen nicht ins Gewicht fallen und 
die Naherungsgleichung 

B, __ Js 

Bp 4 
ein ganz gutes Bild des Absorptionsspektrums gibt. Man muB aber 
bedenken, daB diese Gleichung keinen physikalischen Sinn hat. 


Biochemische Zeitschrift Band 200. 29 
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Anmerkung. 
Die Gleichung zur Bestimmung des relativen Absorptionsspektrums 
B; _ ' As 
By h Ay 
ist ohne Anwendung des Massenwirkungsgesetzes abgeleitet. Es ist 
von Interesse, zu untersuchen, wodurch sie sich von der friither zw 


24 


Bestimmung des Spektrums aus dem Massenwirkungsgesetz abgeleiteten 
Gleichung unterscheicet. 
Wir gehen aus von der empirischen Gleichung des stationiren 
Zustandes 
g-.A P- Keo. R\ 


. (I) 
g.J .B.tpeco.d = p. Keo. RI 
aus der wir zuniichst ¢y,¢q9 und p. Keo eliminieren. 
Wir setzen 
Ce = 
Fe Fe CO 
n, - 1l—n, (IL) 
Cr¥e CrFe 
wo cp, die Konzentration des freien Haimochromogeneisens ist, cp, ¢¢ 


die Konzentration des an Kohlenoxyd gebundenen Eisens und cy,p, 
die Konzentration des Gesamteisens. (n),.., und (”)g,.,.) Uunter- 
scheiden wir als n, und ng. 

Hat der Versuchstrog die Grundfliche q und die Héhe d, und 
ist M das Molvolumen in cmm, so ist 


P. Keo = [(¢reco)aunkei — (Creco)nen)-q-¢-M | 
Pp. Keo = [((l— ng) —(l—my)].¢r~p.-9.d.M (IIT) 
P- Keo = (nm, — na). Crp. g-d.M 
Wird ferner We ganze Flaiche q mit der Flachenintensitat i bestrahit, 
so ist 
J i. q. 
Setzen wir (11) und (ITT) in (1) ein, 80 erhalten wir, wenn der Licht- 
weg d und die Hohe d gleich sind (senkrechte Inzidenz) 
P.i.g-B.(1L—m) . Crp, .d = (WM, — Ng). Crp.-g-d. RM) 
(IV) 
g.t.8.(1 — m) = (nm, — ng). R.M | 
Bestrahlen wir mit den Wellenlingen A, und A, und versehen die 
zu A, und A, gehérenden GréBen mit den Indices 1 und 2, so erhalten 
wir an Stelle von (IV) die beiden Gleichungen 
9, . t, - B, . (1 — my), = (mm — ng), R,. M (1Va) 
Po - ty. Bo. (1 — m)o (2%, — Ngo. R,. M (IVb) 
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Dividieren wir (IVa) durch (IVb) und fiihren die Beziehung 71 —- 
» he 
ein, so erhalten wir 
hp hy 
B, i A, R, | 1 —n, ) , 
= ome (V) 
Bot Ay Ry | (m—Ma 


— 
| 
~ 
= 
2 


Der eckig eingeklammerte Ausdruck ist der Quotient der Ver- 
schiebungen AV, die das Verhiltnis n/l —n bei der Bestrahlung 
erleidet Fiihren wir AV ein 
ny 


(AV), =(, = 


nm,/, I Ra 


‘ na 

(AV) = \) mi l—ny 

so geht (V) iiber in 

he ig Ag Ry (IV) (VI) 

Bp 4, Ay Ry (AV )s 

(AV), und (AV), bestimmen zwei verschiedene stationire Zu- 

stinde. Nehmen wir an, da die Koeffizienten der Riickreaktion R 

in diesen beiden Zustinden gleich sind 


R, R,. 
so erhalten wir an Stelle von (V1) 
B, iy ay (AV), (VID 


By A, (47), 


Dies ist die Gleichung zur Bestimmung des relativen Spektrums 
des Atmungsferments, die friiher aus dem Massenwirkungsgesetz ab- 
geleitet worden ist!. 

Die alte Gleichung (VII) unterscheidet sich von der neuen, ohne 
Molekulartheorie abgeleiteten Gleichung (24) durch die Annahme, 
daB fiir verschiedene AV- Werte R, R, ist. Die neue Gleichung, in 
der i, und i, die Intensititen gleicher Wirkung sind, ist unabhangig 
vondieser Annahme. Sie enthalt nur die selbstverstandliche Voraus- 
setzung, daB fiir gleiche AV- Werte R, = R, ist. 


XVI. Spektrum des Kohlenoxyd-Ferrocysteins. 
Bei den Anwendungen der Gleichung (24) ist darauf zu achten, 
daB die Bedingung der Gleichung (7) 
1 —e—#ed — Bed 
10. Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927;O0. Warburg und E. Negelein, 


ebendaselbst 193, 339, 1928. 
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moglichst nahe erfiillt ist, daB also die Intensitat an der Austrittsstelle 
aus der Lésung nahezu gleich der Intensitaét an der Eintrittsstelle ist. 

Die Durchlassigkeit der Kohlenoxyd-Ferrocysteinlésung, fiir die 
wir die photochemische Dissoziation bestimmt haben, war bei der 
dort benutzten Schichtdicke (0,16 cm) im allgemeinen kleiner. In der 
Tabelle XIII sind die Durchlassigkeiten e~ °°? berechnet; sie liegen 
zwischen 83 und 99°. 

Tabelle XIII. 

0,1 mg Fe: leem. 2 Fe = 80cemm CO. p, = 2mm. p,. Koo = 4,08 cmm. 





d=0,l6cm. Cpe 1,70 . 10-* Grammatome Fe /cem. 
Sed ° 
A 3 Bed e ening Sed 

[uu] (Durchlassigkeit) 

366 0,67 . 108 0,182 0,834 0,166 
405 046 . 0.125 0,883 0117 
436 048 , 0,131 0,877 0,123 
492 0,65 , 0,176 0,840 0,160 
546 ais « 0,046 0,956 0,04 
578 0,032 . 0,0087 0,991 0,009 


Will man unter diesen Umstinden aus den Intensititen gleicher 
Wirkung das Spektrum berechnen, so muB man an Stelle der einfallenden 
Intensititen i, die Mittel zwischen Einfails- und Austrittsintensitaten i 
einsetzen. 

Tabelle XIV enthalt einen Versuch, aus dem das Spektrum des 
Kohlenoxyd-Ferrocysteins berechnet wurde. Als Bezugswellenlinge 
wahlten wir 436 uu, benutzten also die Gleichung (24), 

B,J. 2 As 

Bp Jy Ay 
Bi A ggg 436 
Bug 834i A 


Tabelle XIV. 
0O.lmg Fe: leem. 2 Fe = 80cmm CO. Kco = 2,04. d= 0,16 cm. 


in der Form 





CF 1,70 . 10—-* Grammatome Fe /cem. 20°. Im Gasraum 0,49 Atm. 
Fe 
Kohlenoxyd. 
i436 8, A, 
- (Intensitat gleicher Ba: berechnet aus 3 
A FI Po Wirkung po) 436. 36 i 
1436 bolometr. gemessen 
cal cal — oy (absolute Werte in 
[un] qem . Sek. [mm] qem . Sek. 4 & Tabelle X) 
366 0,64 . 10-° 2.00 0,76 .10-% 1,41 1,40 
495 0,83 , 1,99 0,71 0,92 0,96 
492 O48 . 2.95 ae « 1,44 1.36 
546 ! 1,95 oe 0.32 0,35 
578 9.0 Pe 1.80 0.67 . 0.056 0.067 
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In der letzten Spalte der Tabelle ist das Verhaltnis /, / Ay. aus 
den bolometrisch gefundenen f-Werten berechnet, und man sieht, 
daB das aus der Wirkung gefundene und das bolometrisch gemessene 
Spektrum recht gut tibereinstimmen. Am gribten sind die Unter- 
schiede bei 2 578. Hier ist wahrscheinlich der aus der Wirkung gefundene 
Wert genauer als der bolometrisch gemessene. 

Abb. 7 ist eine graphische Darstellung des Versuches. Die aus- 
gezogene Linie ist das bolometrisch gemessene Spektrum, die Kreuze 
sind die aus den Intensitaten gleicher Wirkung berechneten Punkte. 
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Abb. 7. 
Spektrum des Kohlenoxyd>Ferrocysteins. Ausgezogene Linie: Bolometrisch gemessenes 
Spektrum. Kreuze: Aus der Wirkung berechnete Punkte ’ 


XVII. Spektrum des Kohlenoxyd-Himochromogens. 


Versucht man, das Spektrum des Kohlenoxyd-Hamochromogens 
nach Gleichung (24) zu bestimmen, so tritt eine Schwierigkeit auf. Die 
Lichtabsorptionskoeffizienten des Kohlenoxyd-Hamochromogens sind 
rund 100mal gréBer als die Lichtabsorptionskoeffizienten des Kohlen- 
oxyd-Ferrocysteins. Da Gleichung (24) nur anwendbar ist, wenn die 
Lichtabsorption in dem Versuchstrog klein ist, so miiBten wir mit der 
Hamochromogenkonzentration heruntergehen, bis der Versuchstrog nur 
einige 1/,,cmm chemisch gebundenes Kohlenoxyd enthielte. Dann 
wiirden die Ausschlige bei der Bestrahlung zu klein. 

Wir helfen uns hier, indem wir an Stelle des Druckes p, eine Grobe 
bestimmen, die diesem Druck Aquivalent ist. Freies Hamochromogen 
iibertragt Sauerstoff katalytisch auf Cystein, wobei das Cystein in Cystin 
iibergeht. Kohlenoxyd-Hamochromogen wirkt nicht katalytisch. Des- 
halb kann man, wie H. A. Krebs’ gezeigt hat, die Hamochromogen- 
katalysen durch Kohlenoxyd hemmen, und sie wieder erzeugen, indem 
man durch Bestrahlung das Kohlenoxyd abspaltet. Auch hier stellt 
sich bei der Bestrahlung ein stationirer Zustand ein, der erreicht ist, 


1 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 198, 347, 1928. 
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wenn sich ebensoviel Kohlenoxyd-Hamochromogen zuriickbildet. als 
photochemisch abgespalten wird: 


g.A=p,.Koo- R (9 
A J p »G. d. 7 


wo ¢ wieder die Konzentration des Kohlenoxyd-Hamochromogens im 
stationaren Zustande der Bestrahlung ist 


Die p, aquivalente GréBe ist die Zunahme der Oxydations- 
geschwindigkeit. 
Ist die Oxydationsgeschwindigkeit in dem Kohlenoxyd-Sauerstoff- 


d 


gemisch im Dunkeln ( ; ) und im stationaéren Zustande der Be- 
dt 


dunkel 
= 


strahlung : } .so entspricht ein bestimmter Zuwachs an Oxydations- 
hell 


geachwindigkeit 
dh dh 
{—} “=, ] 
dt hell dt ‘du 


nke 


einem bestimmten Druck p,. Erzeugen wir also durch Bestrahlung 
derselben Léisung mit verschiedenen Wellenlangen einen gleichen Zu- 
wachs an Oxydationsgeschwindigkeit. so sind die p, Werte gleich, und 
es gilt die Gleichung (24): 

By J, ha 

B, Jy ky 

Bei dieser Anordnung kann die Konzentration des Hamochromogens 

und der Druck p, beliebig klein sein, wenn nur die katalytische Wirk- 
samkeit des Hamochromogens hinreichend groB ist. In dem Versuche 
der Tabelle XVI war der durch Bestrahlung erzeugte Kohlenoxyd- 
druck p, von der GréBenordnung 0.01 mm, also nicht mehr meBbar 
Der aquivalente Zuwachs an Oxydationsgeschwindigkeit dagegen be- 
trug | mm in 10 Minuten und konnte mit einer Genauigkeit von 5 
bestimmt werden. 


Die Léaung. 


Lost man Hamin in einer wasserigen, hinreichend starken Lésung 
von Nikotin und gibt iiberschiissiges Cystein hinzu. so erfolgt sofort 
Reduktion des Hamineisens und Bildung von Nikotinhamochromogen 
Schiittelt man mit Luft. so wird das Hamochromogen von dem Sauer- 
stoff oxydiert. von dem Cystein wieder reduziert und tibertragt so lange 
Sauerstoff, bis das Cystein zu Cystin oxydiert worden ist 


Ss 
28H + 4.0, =| + H0. 
Ss 


2 
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Die Geschwindigkeit dieser Katalyse ist merkwiirdigerweise nur dann 
betrachtlich, wenn die Lésung auBer dem Hamineisen noch Eisen in 
Form eines Ferrosalzes enthalt'. 


Zum Versuch destillierten wir das Nikotin jedesmal frisch im 
Vakuum, um die gelb gefarbten Oxydationsprodukte zu entfernen 
stellten eine Lésung von 5 Vol.-°,, in Wasser her und lésten in 2.2 ccm 


0,005 mg Hamin, 15 mg Cystein-Chlorhydrat, 10~* mg Fe als Fe SO, 


Die Konzentrationen waren dann: 
Hiimineisen: 3.5 .10~*® Grammatome Fe/cem 
Sulfateisen: 0.81 . 107-9 


Cystein: 44 .10-5 Grammmolekiile/ccm 


Driickt man die katalytische Wirksamkeit des Himineisens in 
Kubikmillimetern iibertragenen Sauerstoff/mg Himineisen « Stunde 
aus, so war bei 20° und in Luft fiir unsere Lisung 


emm O, 
- 200 000. 


mg Hamineisen * Stunde 
Niheres iiber die Katalyse findet man in einer demnachst erscheinenden 
Arbeit von H. A. Krebs. 


Versuchsanordnung. 


Als VersuchsgefaBe benutzten wir zwei gleich groBe Trége nach 
Abb. 8, in die je 2.2 cem der Lésung eingefiillt wurden. Der Gasraum 


Abb. 8 

4: Glasperle. L : Lésung (0,005 mg 

Hamin, 15mg Cysteinchlorhydrat 

10-4 mg Fe als Ferrosulfat mit 

5 Nikotin auf 22ccm). Im 

Gasraum 2! Vol-+ Sauerstoff 
und 79 Vol-« Kohlenoxyd 





L Glasperle 


1 Wir schlieBen daraus, da8 das Eisen des Hamochromogens nicht 
direkt den Wasserstoff der S H-Gruppe oxvdiert, sondern da das Eisen 
des Hamochromogens das Eisen des Ferrocysteins oxydiert und dieses 
Eisen den Wasserstoff der SH-Gruppe. 
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enthielt 21 Vol.-°,, Sauerstoff und 79 Vol.-°., Kohlenoxyd. Die Gefal 
wurden mit den beiden Schenkeln eines Differentialmanometers ver 
bunden und im verdunkelten Thermostaten geschiittelt. In beiden 
Trégen wurde Sauerstoff mit gleicher Geschwindigkeit absorbiert, in 
beiden GefaBen nahm der Partialdruck des Sauerstoffs mit der gleichen 
Geschwindigkeit 

dh 

dt dunkel 
ab, so daB eine merkliche Druckainderung bei der Beobachtung am 
Differentialmanometer nicht auftrat. 

Wurde dann das eine der beiden GefaBe belichtet, so nahm in 

dem belichteten GefaB die Oxydationsgeschwindigkeit zu und stieg in 
einigen Minuten auf den konstanten Endwert 


dh 


(at) 


hell 
Die Zunahme der Oxydationsgeschwindigkeit 
dh dh 
\ dt w a dt dunkel 
wurde an dem Differentialmanometer abgelesen 


Was die Geschwindigkeiten der Oxydation selbst anbetrifft, die 
man bei diesem Verfahren nicht miBt, so diene zur Orientierung 


daB 

dh j ; , 

(—-) in Luft 12mm in 10 Minuten, 

dt dunke!l 

dh ie ee 4 - : 

( ) in 79% CO, 21% O, 5mm in 10 Minuten, 

dt, dankel 

dh ies aod : ’ 
(ae) in 79% CO, 21% O, etwa 6mm in 10 Minuten war. 

hell 


Der durch die Bestrahlung erzeugte und am Differentialmanometer 
erscheinende Ausschlag 
(4 h dh) 


dt/ron dt )iunkel 
war also von der GréBenordnung | mm in 10 Minuten 


Da sich durch die Bestrahlung in dem bestrahlten Gefab die 
Anfangsbedingungen schneller andern als in dem verdunkelten Gefab 
so war die Versuchsdauer méglichst kurz. Es wurde 10 Minuten im 


Dunkeln beobachtet. 5 Minuten vorbelichtet, um den _ stationaren 


Zustand zu erzeugen, und dann zweimal 5 Minuten hell abgelesen 
Fiir jeden Bestrahlungsversuch wurden die GefiBe neu gefiillt. 
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Die Bezugswellenlange war wieder 436 ju, die Gleichung 
3 7 i, 
a aoe: a (24) 
Be Jy ay 


wurde wieder in der Form 
Bi Sggg 436 
Base J; 4 
benutzt. Es wurde mit verschiedenen Intensitaten der Bezugswellen- 


dh dh 
dt /reon Ot /aunkei tase 


als Funktion der Intensitit i, graphisch dargestellt. War der Aus- 
schlag fiir die Intensitit ¢, der Wellenlinge 2 
| dh dh | 
. dt hell dt dunke!l 


lange bestrahlt und 


so wurde aus der Kurve die Intensitat t,,, gefunden, die dem Ausschlag 

(i) = 

\ — 

dt ron At /ganrer |i 
entsprach 
In Tabelle XV findet man die Lichtabsorptionskoeffizienten £ 

des Kohlenoxyd-Nikotin-Himochromogens mit den bolometrischen 
Messungen, aus denen die £-Werte berechnet wurden. Tabelle XVI 
enthalt eine Versuchsreihe, in der fiir sechs Wellenlangen der Queck- 
silberdamy#lampe die phogochemischen Wirkungen bestimmt wurden. 
Die i-Werte der Tabelle sind wieder die Mittel der einfallenden und 
austretenden Intensititen wie in Tabelle XIV. In der vorletzten 


Tabelle XV. 


Lichtabsorptionskoeffizienten des Kohlenoxyd-Nikotin-Hamochromogens. 
3.34 mg Hamin pro Liter. Lésungsmittel: 5°,ige wasserige Nikotinlésung, 
der 7,5 g Cysteinchlorhydrat pro Liter zugesetzt waren. Mit Kohlenoxyd 


von Atmosphar ndruck bei 20° gesattigt. gq 8,48. 





Jo on soe 
|Grammatome Fe]  (polometrisch) | qem 
[ue] [cm] | com } | Grammatome Fe } 
366 2,06 5,13. 10-* 1,47 0,363 . 10° 
405 2.06 613 , 3,57 1,29 . 
436 2 06 5.13 aa 1.62 0.4455 
492 2.06 513 , 1,14 0,124 
546 2.06 | fa 1.26 0.217 
578 2,06 5613 . 1,17 0,145 
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Tabelle XVI. 


Spektrum des Kohlenoxyd-Nikotin-Himochromogens. 0,005 mg Hamin, 

15 mg Cysteinchlorhydrat, 10—-* mg Fe als Fe SO,. 2,2 cem 5°, igen Nikotins. 

pu 8,48. 20°. Im Gasraum 79 Vol.-% Kohlenoxyd und 21 Vol.-°,, Sauerstoff. 
dh 


rp 2200cemm, vg 19500cmm, Ko, 1,80 qmm. in Luft: 12 mm in 
* dt Jaunkel 


in dem CO-O,-Gemisch: 5mm in 10 Minuten. Hamin- 


OM — 
0 Minuten. 
: , (ae, dunkel 


eisen: 3,5. 10-*® Grammatome Fe 'cem. Sulfateisen: 0,81 .10—-* Gramm- 


atome Fe cem. Cystein: 4,4. 10-5 Grammmolekiile /cem. 





r’ > 





A é dh dh (Intensitat ee berechnet ‘s 
A dt/ hell dt/dunke) #ich. Wirkung) sm , ie Bese 
cal cal ] ‘ 436 436 bolometr. 
[ecu] qem . Sek {mm in 10 Min.] qem . Sek Bog a 4 — 
366 O98 .10-° — 1,30 0.80 .10-5 0.98 0.80 
405 0.374 1.56 0,99 284 2 64 
0,41 0,70 041 | 
436 | 0,905 1,45 0,905 1,00 1,00 
0,930 1,47 0,930 
492 0,98 0,55 0,32 0,29 0,27 
546 =1,90 1,73 1,15 0,49 0,48 
578 2,25 1,25 0,76 0,26 0,33 


Spalte der Tabelle XVI ist das Absorptionsspektrum f, /f 4. des Kohlen- 
oxyd-Himochromogens aus den photochemischen Wirkungen be- 
rechnet, in der letzten Spalte findet man das bolometrisch gemessene 
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Abb. 9. 


Spektrum des Kohlenoxyd+Nikotin-Hiamochromogens. Ausgezogene Linie: Bolometrisch 
gemessenes Spektrum. Kreuze: Aus der photochemischen Wirkung berechnete Punkte. 


Spektrum. Abb. 9 ist eine graphische Darstellung des Versuches. 
Die ausgezogene Linie ist das bolometrisch gemessene Spektrum, die 
Kreuze sind die aus der photochemischen Wirkung berechneten Punkte. 
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Uber 
die Erscheinungen beim Zusammentreffen von Dipeptid bzw. 
Pepton mit Zucker, Hexose-di-phosphat sowie Methylglyoxal. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Aminosduren und Fructose sind befahigt!, augenblicklich und bei 
gewohnlicher Temperatur miteinander in eine solche Beziehung zu 
treten, da8 der sich abspielende Vorgang polarimetrisch verfolgt werden 
kann. Die von uns zuerst bei den beiden Substanzen d, l-Alanin und 
d-Fructose beobachtete Erscheinung? haben wir spater auch wahr- 
genommen, wenn der Fruchtzucker mit | (- )-Alanin, | (— )-Asparagin- 
siure und | (— )-Glutaminsaure zusammengebracht wurde. Die beiden 
zuletzt genannten Amino-di-carbonsauren wurden in Form ihrer vollig 
neutral reagierenden Mono-natrium-salze angewendet ; hierbei haben wir, 
wie friiher ausgefiihrt ist, Wert auf den Umstand gelegt, daB Komplika- 
tionen durch Zugabe von aziditatsverschiebenden Stoffen ausgeschlossen 
wurden. Es hatte sich ferner ergeben, daB die Fructose durch das 
Zymo-di-phosphat ersetzt werden kann; letzteres steht dem eigentlichen 
Fruchtzucker ja nahe, da es als der 1,6-Di-phosphorsdure-ester der 
2.5-am-Fructose aufgefa8t wird. Den durch Drehungsanderung sich 
offenbarenden Hergang haben wir auBer fiir Aminosauren fiir andere 
einfach stickstoffhaltige Substanzen festgestellt, wie fiir Harnstoff, 
Thio-harnstoff und Acetamid (1. c.). Von der lange bekannten Reaktion 
zwischen Zuckerarten und Aminosiéuren, die im alkalischen Bereich 
bei héherer Temperatur sowie langsam auch bei niederen Warmegraden 
abliuft, unterscheidet sich, wie mehrfach betont ist, jenes praktisch 
momentan zutage tretende Phanomen grundsitzlich Es kommt 
nimlich weder zur Huminbildung, noch zur Abspaltung von Kohlen- 
siiure, noch zur Entwicklung von Ammoniak, wie es fiir diese Um- 
setzungen nach ihrem Entdecker Maillard (1911) sowie nach spiteren 
Angaben von (C.J. Lindner, Kostytschew, Brillant, N. N. Iwanoff u. a 
charakteristisch ist. Da durch einfache Behandlung mit Athylalkohol 
in einzelnen Fillen eine quantitative Trennung von Zuckersubstanz 
und Aminosiure durchgefiihrt ist® und da wir (1. ¢.) auberdem 

1 C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925. 


2 Dieselben, ebendaselbst 174, 464, 1926. 
3 C. Neuberg und E. Simon, B. 60, 817, 1927. 
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gezeigt haben, dal} der Zucker aus Gemischen vergoren wird, die gegen 
iiber den Einzelbestandteilen polarimetrisch erkennbare Veranderunge: 
aufwiesen, so haben wir in den Lésungen ,,Addukte* angenommen 
jedenfalls eine tiefer gehende Umgestaltung der Komponenten aus 
schlieBen kénnen. Fiir die Deutung des sich abspielenden Vorgangs 
ist endlich noch eine ganz andere Erklirung in Erwigung zu ziehen 
Ohle' hat in seinen Studien zur Fructose-chemie seither die Besonderheit 
aufgedeckt, daB in wisserigen Loésungen des Fruchtzuckers zwei ver- 
schiedene Ringgebilde vorhanden sind, das £-2, 6- und -2, 5-Lactol. 
von denen letzteres der im Rohrzucker* sowie im Zymo-di-phosphat 
gebundenen am-Form entspricht. Sollte eine Verschiebung des Gleich- 
gewichts zwischen den einzelnen Fructosegebilden durch die Zusatze 
erfolgen oder es sich tiberhaupt um eine Reaktion nicht ganzlich 
stabil gelagerter 2, 5-Fructose handeln, so wiirde das Phinomen 
Interesse noch in anderer Richtung beanspruchen. 


Die erwahnte Erscheinung, die wir 1925 beim Zusammenbringen 
von Alanin und Fruchtzucker festgestellt hatten, wurde alsdann von 
H.v. Euler und E. Brunius* in wertvoller Weise erginzt und zum 
Gegenstande kryoskopischer Messungen gemacht. Die Bestimmung 
des Molekulargewichts ergab insofern ein seltsames Resultat, als nach 
der Gefrierpunktserniedrigung die Molekiilzahl in dem Gemenge von 
Alanin und Fructose gréBer war, als sich fiir die Summe der Komponenten 
ableiten laBt. Dieses Verhalten, das nach Annahme der Autoren durch 
die Abweichung vom Henry-Daltonschen Gesetz der unabhingigen 
Partialdrucke veranlaBbt ist, sagt an sich nichts iiber den Zustand 
aus, der den Bestandteilen in der nach ihrer Drehkraft verainderten 
Mischung eigen ist. Wir befinden uns mit den genannten Forschern 
im Einklang, da sie die Anschauung teilen, daB zwischen der augen- 
blicklich sich am Fruchtzucker offenbarenden Erscheinung und dem 
langsamen mit Glucose eintretenden Vorgang Unterschiede obwalten, 
die sicher zum Teil auf eine wahre Umsetzung des aldehydischen 
Zuckers mit der zugefiigten Aminosiure zuriickzufiihren sind. 


Wir haben schon vor einiger Zeit erwahnt*, daB unter besonderen 
Bedingungen Kohienhydrate und von ihnen sich ableitende Phosphor- 
siure-ester auch mit Serum und mit stickstoffhaltigen Materialien des 
Hefen-mazerationssaftes optisch erkennbare Beziehungen aufnehmen 
kénnen, und haben darauf hingewiesen, daB dieses Verhalten im Hinblick 
auf verschiedene physiologische Prozesse eine Wiirdigung verdient. 


! H.Ohle, B. 60, 1172, 1927. 

2 H.H.Schlubach und G. Rauchalles, B. 58, 1846, 1925. 

3 H.v. Euler und E. Brunius, H. 161, 266, 1926. 

* C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 451, 1926; 182, 273, 1927. 
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Neuerdings haben FE. Waldschmidt-Leitz und G. Rauchalles' mitgeteilt, 
laB sich die Wirkungsweise des Erepsins mit der Kondensation von 
Glucose mit Peptiden insofern vergleichen laBt, als Ahnlichkeiten 
zwischen der py-Kurve der Glycyl-glycin-spaltung durch Erepsin und 
der py-Kurve der Kondensations-geschwindigkeit von Glycyl-glycin 
mit Glucose obwalten. Die Reaktion des Traubenzuckers mit dem 
Di-peptid nimmt stéchiometrischen Verlauf und ist von der Kon- 
zentration der Komponenten abhangig. Die Kondensation, die sich 
auch hier durch Drehungsanderung ankiindigt, erfolgt unter Abnahme 
von Zucker und freien Aminogruppen bei mabig alkalischer Reaktion 
(pu = 8); sie ist optimal bei dieser Alkalinitat, aber bei starkerer 
(pa = 9) nur noch ganz unvollkommen. Hierdurch soll sich die Reaktion 
der Glucose mit Di-peptiden von der mit einfachen Aminosauren 
(Glykokoll und Alanin) unterscheiden, da diese nach v. Euler und 
Brunius mit wachsender Alkalinitat an Umfang zunimmt, bzw. weil 
nach v. Euler und K. Josephson® erst ,,ein in alkalischer Lésung aus 
Glucose entstehendes Umwandlungsprodukt mit der Aminogruppe 
reagiert. In bezug auf Einzelheiten hat K.Josephson* gegen die 
von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern gemachten Annahmen Ein- 
wendungen erhoben; der letztgenannte Autor und seine Mitarbeiter 
haben gerade bei Fructose keine Umsetzung mit dem Dipeptid Leucy]- 
glycin konstatieren kOnnen. 

Aus dem Folgenden ergibt sich, daB ein polarimetrischer Effekt 
beim Zusammentreffen von Alanyl-alanin und Fruchtzucker zu beobachten 
ist; ein gleiches gilt hinsichtlich des Seidenfibroin-peptons. Wenn sich 
tatsichlich die Wirkung bestimmter Enzyme auf den Eingriff von 
Carbonylrester. in Aminogruppen zuriickfiihren lat, so wird man 
Aufmerksamkeit ebenfalls den Modellreaktionen zu schenken haben, 
bei denen keine stirkeren Verinderungen an beiden Komponenten 
geschehen, sondern Wechselwirkungen nur Zustaénde bedingen, die 
ohne Umkehrung des H-Jonen-bereiches leicht wieder riicklaufig 
werden; denn auch nach Beriihrung von Substrat mit hydrolysierendem 
Ferment wird letzteres stets regeneriert und von ersterem im 
Idealfall das Spaltprodukt in einer zur reversiblen Reaktion 
tauglichen Form abgegeben. 

Im Hinblick hierauf halten wir die Mitteilung von Versuchen fiir 
wiinschenswert, die von unserer alten Erfahrung iiber die momentanen 
Verinderungen im System Fruchtzucker+Aminosiure ausgehen. 
Wir benutzten reinstes inaktives Alanyl-alanin und gelangten damit 


1 E. Waldschmidt-Leitz und G. Rauchalles, B. 61, 645, 1928. 

2 H.v. Euler und K. Josephson, H. 158, 8, 1926; s. auch H. v. Euler, 
E. Brunius und K. Josephson, ebendaselbst 155, 259, 1926. 

° K. Josephson, B. 61, 1276, 1928. 
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zu dem Ergebnis, dab dieses mit Fruchtzucker in eine polarimetrisch 
schnell wahrnehmbare Beziehung tritt, wahrend die Reaktion mit 
Glucose deutlich langsamer verlief. Die Erscheinung spielt sich wie 
wir es fiir Alanin selbst festgestellt haben — beim Neutralpunkt (pq — 7 
ab, ist also betreffs der Fructose verschieden von der Reaktion zwischet 
Alanin und Glucose. die nach v. Euler, Brunius und Josephson (I. ¢ 

im alkalischen Bereich (pq > 9) deutlich wird. Mit Hexose-di-phosphat 
das mit Glutaminat und Asparaginat ganz erhebliche Ausschlags 
liefert, reagiert Alanyl-alanin nicht, es verhalt sich in dieser Richtung 
wie Alanin. Dieses beeinfluBt, wie wir in Erganzung unserer friiheren 
Versuche mit dieser einfachen Aminosaure angeben wollen, beim Zu- 
sammenbringen mit hexose-di-phosphorsauren Salzen nicht die Drehungs- 
werte. 

Als ein wenn auch nicht vollkkommen, aber doch verhaltnismabig 
gut definiertes Pepton, das aus einem Naturstoff gewonnen ist, haben 
wir sodann das Seidenfibroin-pepton verwendet. Dieses! ruft polari- 
metrisch feststellbare Abweichungen hervor, wenn es mit Fruchtzucker 
Traubenzucker, Hexose-di-phosphat sowie Methyl-glyoxal gemischt 
wird. Bei Fructose lief der Vorgang wiederum schnell ab, bei Glucose 
unter gleichen Verhaltnissen etwa dreimal langsamer; bei Hexose-di- 
phosphat war die Drehungsanderung wahrscheinlich momentan ein- 
getreten, wahrend sie bei Methyl-glvoxal langere Zeit benétigte. Diese 
Versuche sind bei py 7 und bei Zimmertemperatur (angenihert 20°) 
ausgefiihrt worden. 

Indem wir beziiglich aller Einzelheiten auf die tabellarischen 
Ubersichten verweisen, heben wir hervor, daB auch beim Zusammen- 
treffen von Aminosaure-verbanden (Di-peptid, Pepton) mit Frucht- 
zucker eine momentan beginnende Anderung der optischen Drehung 
erfolgen kann. 





2 m Fructose?+ m Alanyl-alanin. py 6,84. Temperatur 20°. 2-dem-Rohr. 
Zeit 5com 2m Fructose 5ccm 2m Fructose 
_ 5com H,O + 5ccm m Alanyl-alanin I 
Nach 5 Minuten. . — 32,34° 32,62° 0,28° 
» . “the — 32.40 — 32.85 - 0,45 
. l1Stunde .. — 32.75 — 33.16 — 041 


1 Fiir die Uberlassung des Praparats sind wir Herrn Prof. Dr. A. Griin, 
Direktor der Chemischen Werke Grenzach in Baden, zu warmstem Danke 
verptlichtet. 

2 Samtliche Lésungen (Glucose, Fructose usw.) sind erst nach Ver- 
schwinden der Mutarotation verwendet. Die bei langerer Beobachtungs- 
zeit zutage tretenden kleinen Drehungsanderungen riihren von unver- 
meidlichen Temperaturschwankungen her; die 4-Werte werden dadurch 
nicht tangiert. 
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2m Fructose m Alanyl-alanin. py 
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7,0. Temperatur 20°, 2-dem-Rohr. 





Zeit 5ccm 2m Fructose 
si Secm H,O 


32,42" 


Nach 4 Minuten . 
» : 32,70 
32.67 
32.64 
M By $2.75 
Stunden . . $2.80 
32,70 





2m Fructose m Alanyl-alanin. py 


5ccom 2m Fructose { 
Sccm m Alanyl-alanin 


— 33.21 0. 38° 
33.25 0.55 
33.27 0.60 
33,24 0.60 
33.33 0.58 

— 33.40 0.60 
33,27 0.57 


7.0. Temperatur 18°. 2-dem-Rohr. 





5ccm 2m Fructose 


Zeit + 5ecm H,O 

Nach 4 Minuten 32,67° 
.~ - . 32.66 
1 Stunde 32.73 


2 m Fructose m Alanyl-alanin. Pu 


S5com 2m Fructose 


Sccm m Alanyl-alanin ! 
) O38? 
O54 
051 





7,0. Temperatur 18°. 2-dem-Rohr. 














5ccm 2m Fructose 

Zeit ™ . 

, 5cem H,O 

32.65° 


Nach 4 Minuten 


, 20 rE Lape 32.64 
35 - — 32,72 
16 Stunden ; 33,03 


2 m Glucose m Alanyl-alanin. py 


Scom 2m Fructose 
5ecm m Alany!l-alanin I 


33.00 35° 
— $3.14 O50 
— 33,24 0,52 

33,52 0.49 


7.0. Temperatur 19°. 2-dem-Rohi 





S5ccom 2m Glucose 


Zeit + 5cecm H,O 

Nach 5 Minuten . - 18,27° 
a. ss + 18,25 
25 = : + 18,22 
, 45 a + 18.20 
. 85 = > +- 18.16 
. 4S8td. 25 Min + 18,12 


~ 


2 m Glucose n Alanyl-alanin. py 


}cem 2m Glucose 
Socom m Alanyl-alanin 1 


18,28° +0,01° 
+ 18.18 O17 
+} 18,08 0.14 

17,99 0,21 
+ 17,91 0,25 
+ 17.88 0,24 


7,0. Temperatur 19°. 2-dem-Rohr. 





S5ccm 2m Glucose 


Zeit + 5eem H,O 

Zu Beginn + 18,17° 
Nach 1 Stunde + 18,05 
. 10 Stunden + 18,04 


. 24 o eS L 18,04 


S5cecom 2m Glucose 1 
+ 5ccm m Alanyl-alanin 


+ 18.17° 0 
17,82 0.25 
17,78 0.26 
17.78 0.26 























+ ee 
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2 m Glucose 
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m Alanyl-alanin. py 


7,0. Temperatur 19°. 


2-dem-Rohr, 





Zeit 


Nach 5 Minuten . 


» 20 . 
» 30 ‘ 
» 45 " 
5 2 


2 Stunden . 


a A 


- 


2 m Glucose 


5com 2m Glucose 


+ 5eem H,O 


+ 18,18° 
+ 18,18 
+ 18,15 
+ 18,12 
+ 18.09 
+ 18,05 
+ 18,05 


m Alanyl-alanin. py 


5ccm 2m Glucose 
+ 5cem m Alanyl-alanin 
+ 15,16° 
+ 18,00 
+ 17,93 
+ 17.88 
+ 17,86 
+ 17.80 


+ 17,79 


7,0. Temperatur 20°. 


0,920 


2-dem-Rohr, 





5ccom 2m Glucose 





7 5ccm 2m Glucose 
Zeit + 5ecm H,O + 5cem m Alanylsalanin 1 
Nach 5 Minuten . - 18,27° + 18,25° 0,02 
» 15 " + 18,25 + 18,13 — 0,12 
» ww i“ + 18,22 + 18,00 0),22 
» 1Std. + 158,18 + 17,95 0,23 
» by» were. + 18,13 + 17,99 0,23 
ae wo + 18,12 + 17,89 0,23 
a ae & ‘ + 18,11 + 17,89 0,22 
m/2 hexose-di-phosphorsaures Magnesium m Alanyl-alanin. py 7,0. 
Temperatur 19°. 2-dem-Rohr. 
5com m/2 hexosesdi« 5ccm m/2 hexose-dis 
Zeit phosphors. Megnesium phosphors. Magnesium ! 
+ 5cecm H,O + 5ccm m Alanyl-alanin 
Nach 4 Minuten . + 3,30° -+ 331° 001° 
» 12 . + 3,30 + 3,30 0.90 
» 47 ‘i + 3,31 + 3,32 0.01 
. 44 Stunden . + 3,32 + 3,28 0.04 


m/2 hexose-di-phosphorsaures Magnesium + m Alanin. pg 


peratur 20°. 


2-dem-Rohr. 


7.0. Tem. 








Zeit 


Nach 4 Minuten . 
» & ‘ 


. 44Stunden. 


5cem m/2 hexosesdi- 
phosphors. Magnesium 
+ 5cecm H,O 
+ 330° 
+ 3,29 
+ 3,29 


5ccom m/2 hexosesdis 
phosphors Magnesium 
+ 5cem m Alanin 


+ 3,31° 


+ 3,30 


+ 3,28 


0,01° 


0.01 
0.01 














lohr, 
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l-dem-Rohr. 
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7,0. Temperatur 18°. 





Zeit 


Nach 5 Minuten . 


» 195 = 

» oo a 

, 3d es 

, 45 - 

, od - P 
3 Stunden . 
S « 


2 m Fructose + 


5ccm 10 


+ 038° 
+ 0.38 
+ 0,37 
+ 0,37 
tL. ().37 
+ 0.37 
+ 0.37 
+ 0,37 


oiges 
Seidenpepton 
+ 5eem Hy, ¢ 


5ccom 2m Fructose 
) + 5ccm H,O 


16,45° 
— 16,44 
16,45 
— 16,44 
16,45 
16.45 
16,44 
16.44 


10°. iges Seidenfibroin-pepton. Pu 


1-dem-Rohr. 


5 ccm 2 m Fructose 


+ Seem 10 °/ciges j 
Seidenpepton 
— 16,20° 0,13° 
16,27 0,21 
16,33 0,25 
16,32 0.25 
16,35 0,27 
— 16.35 0.27 
16,34 0,27 
— 16,33 — 0,26 


7,0. Temperatur 20°. 





Zeit 


Nach 8 Minuten . 
_ 20 
, 
~ aw ne 


16 Stunden . 


2m Glucose 


5 com 10 


+ 037° 
+ 0.38 
+ 0,36 
+ 0,38 
+ 0.37 


oiges 
Seidcnpepton 
+ 5eem Ho 


5ccm 2 m Fructose 


) 5cem H,O 


16,34° 
16,34 
16,34 
16,44 
16,42 


10°. iges Seidenfibroin-pepton. py 


2-dem-Rohr. 


5ccom 2m Fructose 


+ 5cecm 10 °/oiges 1 
Seidenpepton 
— 16,20° 0,23° 
— 16.97 O31 
— 16,29 031 
— 16,33 0,27 
— 16,34 0,29 


7,0. Temperatur 18°. 





Zeit 


Zu Beginn . 
Nach 1 Stunde 
, 16 Stunden . 


2m Glucose + 10° 


5 ccm 10 °/oiges 
Seidenpepton 
+ 5cecem H,¢ 


+ 080° 
+ 0,72 


+ 0,62 


5ccm 2m Glucose 
+ 5com H,O 


) 
+ 18,48° 
+ 18,43 
+ 18,33 


iges Seidenfibroin-pepton. px 


l-dem-Rohr. 


5ecm 2m Glucose 


+ 5ecm 10 °/oiges 1 
Seidenpepton 
+ 19,25° 0,03° 
+ 18,75 0,40 
+ 18,55 0.40 


7,0. Temperatur 20°, 





5ccm 10° 
Seidenpepton 
+ 5cem Hof 


Zeit 


Nach 5 Minuten . 


~ 4 

—— . 

» 80 ; 
2 Stunden . 
ye «s 


Biochemische Zeitschrift 


036° 


Band 200 


iges 


5ccm 2 m Glucose 
) + 5ecm H,O 


+ 917° 
+ 9.14 
+ 912 
+ 9,10 

4.09 
+. 9.08 


5cem 2m Glucose 
Sccom 10 iges 1 
Seidenpepton 


+ 9 489 0.059 

+ O45 0,04 

9.36 O11 

+ 9.30 0.16 

+ 4.29 O16 

+ 9.25 0.20 
30 
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2m Glucose + 10% iges Seidenfibroin-pepton. py = 7,0. Temperatur 20 
1-dem-Rohr. 





5ccm 10°), iges 


5cem 2m Glucose 


S5ccm 2m Glucose 





Zeit Seidenpepton r - 5com 10°), iges 1 
5ccom H, 0 Secm H,0 Seidenpepton 
Nach 7 Minuten. + 038° + 913° t- 9599 O.OL' 
9 + 0,38 + 9,12 1 9 43 0.07 
— aoe 0.37 +910 + 938 0.09 
~~ - 0.37 + 9.10 + 9.32 O15 
7 io — + 0.37 + 9.08 + 930 O15 
» 3Std. 45 Min. + 0.38 + 9.95 + 9,25 0.18 
ge ae L- (). 37 + 995 +. 923 0.19 
s Bo + 0,37 + 9.06 L 9 25 0,18 
~~ we - 0.37 9 07 1 997 0.17 
. + 0,37 + 9.05 + 9.25 O17 
m/2 hexose-di-phosphorsaures Magnesium + 10° ,iges Seidenfibroin-pepton. 
Pu = 7,0. Temperatur 20°. 1-dem-Rohr. 
, 
Sccm m/2 hexosesdi+ tee Lag ere 
Zeit phosphors Magnesium az,’ — 1 


Nach 5 Minuten . 
15 . 
» 2 


, 43 Std. 15 Min. 


m/2 hexose-di-phosphorsaures Magnesium + 
Pu 


+ 5cem H,O 


1.65° 
+ 1,64 
+ 1.65 


+ 1,61 


S5ccm 10°) iges 
Seidenpepton 


+ 1,96° + 031° 
+ 1.94 L. 0.30 
+ 1.95 +039 
+ 1.90 + 0.29 


7,0. Temperatur 18°. 1-dem-Rohr. 





10°iges Seidenfibroin-pepton. 





Zeit 


Nach 5 Minuten . 
» 2Stunden. 
» 41 Sta. 39 Min. 


2m Methylglyoxal 


5ccm m/? hexoserdis 


5ccom m/2 hexosesdi- 


phosphors + <a SS a eaig I 
+ Seem H,O Seidenpepton 
1,69° + 1,96° + 0,27! 
+ 1,66 + 1,91 + 0,25 
+ 1,66 + 1.94 0,28 
10% iges Seidenfibroin-pepton. px 7.0. Tempe- 


ratur 21°. 1-dem-Rohr. 





Zeit 


Nach 5 Minuten . 
25 


- 


ace 
” 43 Std. 30Min. 


= 


5ccm 10 °/,iges Seiden- 
pepton + 5ccm H,O 


+ 0,37° 
+ 0,38 
+ 0,35 
+ 0,36 
+ 0,36 


5ccm 2m Methylglyoxal 


+ 5ccm 10°/oiges 1 
Seidenpepton 
016° — 0,21° 
+013 — 0.25 
+ 0,12 — 0.23 
O15 — 051 
0.18 — 0.54 





20 
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2m Methylglyoxal 10°. iges Seidenfibroin-pepton. PH 7.0. Tempe- 
ratur 19°, 1-dem-Rohr. 
. > lgiv 
z 5ccom 10 °/,iges Seiden Scom — eter iyenet { 
it pepton + 5ecm H,O bey “se dh. . 
Seidenpepton 
Nach 5 Minuten . 0,36° + 021° 0,15° 
sa » -_ + 0,37 + 0,16 0,21 
i “As + 0.36 + O15 — 21 
2 Std. 10 Min + 0,37 + 0,09 0,28 
cf eae 6 +. 0.35 0,08 0.48 
» 2 Tagen + 0,35 O15 0.59 
30* 
































Weitere Untersuchungen 
iiber die stereochemische Spezifitait der Ketonaldehydmutase. 


Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Forschung iiber die Wirkungen der Ketonaldehydmutase ist 
dadurch zu einem gewissen AbschluB gediehen, daB dieses Ferment als 
ein nahezu in allen pflanzlichen und tierischen Zellen tatiges Agens 
nachgewiesen worden ist. Einer Klarung bediirfen noch die auffallenden 
stereochemischen Verhdltnisse, die sich bei der fermentativen Dismutation 
der Ketonaldehyde geltend machen. 

Wie sich namlich gezeigt hat, wirkt das Enzymsystem ein und 
derselben Zellart auf die zwei so nahe verwandten Substrate Methy!- 
glyoxal und Phenyl-glyoxal verschieden!. So lieferte der Bazillus Del- 
briicki mit Methyl-glyoxal d,1-Milchsaure, mit Phenyl-glyoxal aber 
dextrogyre Mandelsiure. Der Ubergang in die Oxysiuren erfolgte in 
quantitativem AusmaBe: die Mandelsiure bestand zu mehr als vier 
Fiinfteln aus der optisch-aktiven Form. Das Bacterium lactis aerogenes 
erzeugte gleich den meisten milchsiure-bildenden Bakterien*, aus 
Methyl-glyoxal inaktive Milchsiure, aus Phenyl-glyoxal jedoch eine 
Mandelsiure, die einen Uberschu8 an der linksdrehenden Modifikation 
einschlo} !. 

In anderen Fallen kann mit einem Zellenmaterial gleicher Herkunft, 
je nach seiner Beschaffenheit, d.h. mit lebenden bzw. abgetéteten 
Erregern, bald racemisches, bald aktives Lactat aus Methyl-glyoxal 
gewonnen werden, und zwar ebenfalls nahezu quantitativ*. Bei dieser 
Oxydoreduktion ergaben, wie schon vor langerer Zeit beschrieben 
worden ist*, Cerealienmehle und Samen von Hiilsenfriichten stets 


' ©. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 186, 331, 1927. 

2 ©’. Neuberq und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925; 166. 482, 
1925: vgl. auch G.Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 436, 1926. 

' C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 182, 470, 1927; Ann. Acad. 
Scient. Fennic. Serie A, 29, Nr. 8, Komppa-Festschr. 1927. 

‘ G. Binder-Kotrba, diese Zeitschr. 174, 443, 1926; L. Klar, eben- 
daselbst 186, 327, 1927. 
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inksdrehende Mandelsiure in praktisch quantitativer Ausbeute. Die 
Samen und Blatter griiner Pflanzen wandeln nach den bisher vorliegenden 
Beobachtungen Methyl-glyoxal ausnahmslos und fast vollstandig in 
inaktives Lactat um!, wahrend, soweit bislang festgestellt ist, alle 
Zellen von Phanerogamen Phenyl-glyoxal zu lavogyrer Mandelsaure 
umbilden (s. vorher). Hingegen kénnen bestimmte Bakterien, wie 
Lactobacillen, auch rechtsdrehende Mandelsiure hervorbringen®. 

In der Hoffnung, allmahlich in die ersichtlich hier obwaltenden 
Geheimnisse einen Blick zu tun und die ordnende GesetzmabBigkeit 
zu finden, haben wir mit neuen Zellarten die begonnenen Versuche 
iiber diese Erscheinungen fortgesetzt. Zunichst haben wir eine eventuelle 
Beteiligung des im ,,Coferment** vorhandenen Agens nicht in Betracht 
gezogen, doch soll gepriift werden, ob ein Erganzungsstoff oder die 
Lésung, in der er enthalten ist, die optische Richtung beeinflubt. 

Zur Verwendung gelangten die zwei Mucor-Arten Mucor javanicus 
und Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans) sowie die Kahm-hefe Nr. 197. 

Die Massenziichtung der beiden Pilze erfolgte auf Bierwiirze-agar ; 
hierauf gediehen sie iippig bei Zimmertemperatur. Das dichte und 
dicke Mycel lie8 sich nach 2 Tagen mit der stumpfen Seite eines Spatels 
leicht und ohne Verletzung der Agarschicht abheben; es wurde auf 
sterilen Porzellannutschen verteilt und mit keimfreiem Wasser bis zum 
Verschwinden des Reduktionsvermégens ausgewaschen. 

Die Kahm-hefe wurde gleichzeitig auf fliissigem und festem Nahr- 
boden (Bierwiirze sowie Wiirzeagar plus Wiirzeextrakt) geziichtet. Nach 
2 Tagen war gleichfalls reiches Wachstum eingetreten. Die festen 
Kulturen der Hefe wurden mit der Aussaat in fliissiger Lésung ab- 
geschwemmt, in zuvor ausgekochten Metallbechern abzentrifugiert 
und mit sterilem Leitungswasser bis zur Entfernung der anhaftenden 
Kohlenhydrate digeriert. 

I. Ansiitze mit Mucor, javanicus. 


' 

a) 200 ¢ feuchtes Pilzmaterial, die ungefahr 20 g Trockensubstanz 
entsprachen, wurden mit 1500 ccm sterilem Leitungswasser zusammen- 
gebracht und nach Zugabe von 10g Calciumcarbonat mit 20 ccm 
einer 11,45 ° igen Methyl-glyoxal-lisung versetzt. Das Gemisch wurde 
sodann auf ein Volumen von 2 Liter aufgefiillt und mit Kohlensaure 
gesiittigt. Die Flasche blieb paraffiniert im Thermostaten bei 37° 
stehen und wurde vielfach umgeschiittelt. Nach 3 Tagen konnte in 


1 C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475 1926; 173, 358, 
1926: C. Newberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 473, 1926; dieselben, 
Festschr. f. J. Stoklasa, 8. 269. Berlin, bei Parey, 1928. 

P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 
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einer entnommenen Probe kein Methyl-glvoxal mehr nachgewiesen 
werden. Das Volumen des Zentrifugats betrug 1720 ccm. In einem 
Anteil von 8.0 cem wurde eine Milchsiurebestimmung nach dem Oxy- 
dation-Titrations-Verfahren vorgenommen. In 8,0 cem wurden 13,712 mg 
Milchsaure ermittelt, so daB sich fiir den gesamten Ansatz 2,948 g 
Milchsaure ergaben. Auf Grund der Anfangsbestimmung des Keton- 
aldehyds waren 2,862 g Milchsaéure zu erwarten. 


1600 cem des Zentrifugats wurden im Faust-Heimschen Ver- 
dunstungskasten bei 30° zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde 
nach der von uns vor langer Zeit beschriebenen Methode mit wenig 
warmem Wasser aufgenommen, mit Phosphorsaure schwach kongosauer 
gemacht, alsdann auf dem Wasserbad zum Sirup eingeengt und mit 
frisch gegliihtem Natriumsulfat zu einem mehlférmigen Pulver verrieben. 
Aus diesem Gemische wurde nunmehr die freie Milchsaéure im Sorhlet- 
Apparat erschépfend mit Ather ausgezogen. Nach dem Vertreiben des 
Athers wurde der Riickstand mit Wasser aufgenommen, erwarmt und 
mit 10g alkalifreiem Bleicarbonat im Wasserbade bis zur volligen 
Neutralisation gekocht. Nach Abkiihlung in Eis, Filtration und Nach- 
waschen wurde das in Lésung befindliche Blei mit Schwefelwasserstoff 
beseitigt. Nach Abfiltrieren des Bleisulfids und Vertreibung des ge- 
lésten Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom wurde alsdann 
die Fliissigkeit mit reinem Zinkoxyd bis zur neutralen Reaktion 
digeriert. Nach dem Abfiltrieren des iiberschiissigen Zinkoxyds wurde 
mit Wasser nachgewaschen und die wasserige Zinklactatlésung vorsichtig 
zum diinnen Sirup konzentriert. Der Riickstand kristallisierte beim An- 
reiben mit einem Glasstab sofort und restlos; er bestand aus dem 
reinen Zinksalz der d(-)-Milchsdure. Die Ausbeute betrug 2,728 g. 
Daraus errechnen sich fiir den ganzen Ansatz (1720 ccm) 1,889 g 
Milchsiure’. Die isolierte Menge machte somit 66°,, der méglichen 
aus. Nach einmaligem Umkristallisieren aus heibem Wasser lag die 
Substanz analysenrein vor. 

Eine Lésung, die 0,2876g lufttrockenes = 2,506 g wasserfreies 
Salz in 10,0 ccm enthielt, wies im 2-dm-Rohr eine Ablenkung von 
a= + 0,42° auf. [a]> = + 8,38°. 

0,0908 g lufttrockenes Salz gaben 0,0116 g H,O ab und hinter- 
lieBen nach dem Gliihen 0,0268 g¢ ZnO. 


(C,H,O,).Zn + 2H,O. Ber.: H,O = 12.89%; ZnO = 29,11 °,; 
gef.: H,O = 12.78%; ZnO = 29,50%. 


1 279.5 ¢ Zinksalz der aktiven Milchséure, das mit 2 Mol. H,O 
kristallisiert, entsprechen 243,5 g wasserfreiem Salz und 180 g Milchsaéure ; 
also ist 1g aktives Zinklaktat 0.872 g¢ wasserfreiem Salz und 0,644¢ 
Milchséure aquivalent. 
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8) Ein anderer auf gleiche Weise (mit 1,85g Methyl-glyoxal) 
ingesettter und aufgearbeiteter Versuch hatte folgendes Ergebnis: 

Das isolierte Zinksalz (2.525 g) war ebenfalls die reine Ver- 
bindung der optisch aktiven Saure. 

Eine Lésung mit 0.2342 g wasserfreiem Salz in 10ccm drehte 
im 2-dm-Rohr a 0.38°. [al> 8, 10°. 

0.1511 g Substanz lieferten 0.0197 g H,O sowie 0.0443 g¢ ZnO. 


(C,H; O,). Zn 2H,O. Ber.: H,O 12,89°; ZnO = 29,11%; 
gef.: H,O 13,04°,; ZnO 29.32 °,, 


Il. Ansiitze mit Mucor stolonifer. 
a) 200 ¢ feuchte Pilzmasse, 
10 g Calciumcarbonat, 
20 com 11,45°,ige Methyl-glyoxal-lésung und 
keimfreies Leitungswasser zu 2000 ccm. 


Aufarbeitung nach 4 Tagen, wihrend denen. der Ketonaldehyd 
vollkommen verbraucht wurde. Nach der Oxydation-Titrations-Be- 
stimmung wurden 2.916g Milchsiure im Gesamtansatz gefunden, 
wahrend sich 2,860 g errechnen. Isoliert wurden 3,127 g Zinklactat, 
die 2,012 g Milchsiure im Gesamtansatz entsprechen, da ausschlieBlich 
die racemische Verbindung vorlag '. Die Ausbeute An isoliertem 
Lactat belief sich mithin auf 69°,. 

0.1224 g Substanz verloren durch Trocknung bei 110° 0,0219 g H,O. 
Als Asche blieben 0,0336 g ZnO zuriick. 

(C,H,O,).Zn + 3H,O. Ber.: H,O= 18,16°,; ZnO = 27,36°,; 
gef.: H,O 17.89°.: ZnO = 27,45%, 


Die wiisserige Lisung des Salzes zeigte keinerlei Drehungsvermogen. 
B) Ein weiterer Versuch hatte ganz das gleiche Ergebnis; das 
isolierte Zinklactat (1.46 g¢ aus 1,04 g Methylglyoxal) war wiederum 
optisch inaktiv. 
Ill, Ansatz mit Kahm-hefe 197. 
Zu einer Aufschwemmung der Hefe, entsprechend 30 g Trocken- 
substanz, wurden 10g Kreide und 10 ccm einer 13,2°,igen Methyl- 
glyoxal-lésung gefiigt und ein Volumen von 2 Litern hergestellt. Nach 


1 297.5 ¢ inaktivem Zinklaktat, das 3 Mol. Kristallwasser enthalt, 
entsprechen 243,5 g wasserfreies Salz und 180 g Milchséure; | g inaktives 
Zinklaktat ist also 0.818 g wasserfreiem Laktat und 0,605 g Milchséure 


aquivalent. 
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30 Stunden war das Methyl-glyoxal verschwunden. Die Aufarbeitung 
erfolgte wie bei I. Isoliert wurden 2,0371 g Zinklactat, was einer Aus- 
beute von 74,7°,, entspricht. 
0.1520 g Substanz verloren durch Trocknen bei 110° 0,0268 g H,O 
und hinterlieBen beim Gliihen 0.0412 g Asche. 
(C,H, 0,),Zn + 3H,O. Ber.: H,O 18.16°,; ZnO = 27,36 °,; 
gef.: H,O 17,63 °,: ZnO 27,11 %. 
Die wisserige Liésung der Substanz besa keine Drehkraft. 


Das Resultat war also folgendes: 


Von den zwei im System beieinander stehenden Pilzen dismutierte 
unter anscheinend gleichen Bedingungen Mucor javanicus Methyl- 
glyoxal zu d(-)Milchsiure, Mucor stolonifer zu d, ]-Milchséure. Dieselbe 
taumform wurde durch die Kahm-hefe hervorgebracht. 
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Strukturchemische Spezifitit der Carboxylase. 


Von 
Carl Neuberg und Fritz Weinmann. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Carboxylase besitzt nicht nur als Teilenzym der Zymase 
Interesse, sondern sie verdient besondere Aufmerksamkeit auch deshalb, 
weil sie das einzige bisher bekannte Stoffwechselferment ist, das in 
durchsichtiger Weise die enzymatische Entwickelung von Kohlen- 
dioxyd, dem Endprodukt aller biochemischen Abbaureaktionen an 
organischen Materialien, katalysiert. Unsere bis ins Jahr 1910 zuriick- 
reichenden Untersuchungen! iiber das Enzym haben ergeben, dab 
Carboxylase in zahlreichen Zellarten vorhanden ist und daB sich ihre 
Wirksamkeit nicht allein auf die Brenztraubensaure, sondern ebenfalls 
auf ihre Homologen in der aliphatischen und aromatischen Reihe 
erstreckt. Ferner hat sich herausgestellt, daB auBber den gew6hnlichen 
a-Ketosiuren die a-Keto-di-carbonsiuren vom Typus der Oxal- 
essigsiure sowie a-Keto-glutarsiure dem Zugriff des Ferments zugang- 
lich sind. In einer besonders spezifischen Weise betitigt sich das Enzym 
gegeniiber der Methyl-athyl-brenztrauben-saiure (einer a-Keto-capron- 
saure)?. Diese wird asymmetrisch decarboxyliert, wobei lavogyre 
Ketosaure unzerlegt bleibt, wahrend aus ihrem Antipoden Kohlen- 
dioxyd und aktiver Valeraldehyd bzw. aus ihm sekundar entstehender 
d-Amylalkohol hervorgehen. 

Handelt es sich in diesem Falle um die AuBerung stereochemischer 
Spezifitat?, so kénnen wir im folgenden tiber ‘einen Fall  struktur- 
chemischer Spezifitdt berichten. 

Unsere Kenntnis hinsichtlich der carboxylatischen Angreifbarkeit 
der Vertreter einer homologen Reihe von a-Ketosauren beschrankt 


' C. Neuberg und H. Wastenson, Sitzungsber. d. Berl. physiol. Ges. 
20. Januar 1911. 

2 ©. Neuberqg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 32, 1914. 

3 Die beiden cis-trans-isomeren Enolformen der Oxalessigsaiure, die 
Oxy-maleinsiure und Oxy-fumarsdure, sind vergirbar; siehe Neuberg, 
Tir und Karczag, diese Zeitschr. 82, 330, 1911; 36,72, 1911; P. Mayer, 
ebendaselbst 50, 283, 1913. 











474 C. Neuberg u. F. Weinmann: 


sich bis jetzt auf die Glieder Brenztraubensdure (1), Methyl-brenztrauben- 
sdure (a-Keto-butter-saure) (I1) und Di-methyl-brenztraubensd ure (a-Keto- 
iso-valerian-saure) (IT). 
Die enzymatische Decarboxylierung der Saure II ist von Neuherg 
und Kerb!, der Saure III von Sen? im hiesigen Institut bewerkstelligt 
Um nun diese Reihe zu vervollstandigen, haben wir die T'ri- 
methyl-brenctraubensdure (IV) auf ihre carboxylatische Spalt barkeit 


untersucht. 
CH,.CO.COOH (I) 
(CH,)CH,.CO.COOH (11) 
(CH,),CH .CO.COOH (111) 
(CH,),C .CO.COOH (IV) 


Die Tri-methyl-brenztraubensdure erwies sich als vollkommen 
resistent gegeniiber der Carboxylase aus untergaériger und obergiriger 
Hefe. Vergleichsweise haben wir zusammen mit der Tri-methyl-brenz- 
traubensaure die einfache Brenztraubensaure gepriift und gegen letztere 
die von uns benutzten Enzymmaterialien als voll wirksam befunden. 

Zur Verwendung gelangten obergirige und untergiarige frische 
Hefen (Patzenhofer und Sinner) sowie ebensolche Trockenhefen, 
ferner Mazerationssafte aus untergariger Patzenhofer Hefe. 

Die Untersuchung auf Vergirbarkeit der Tri-methyl-brenztrauben- 
siure geschah unter Verhaltnissen, die bisher als die giinstigsten er- 
kannt worden sind. 

Bei den frischen Hefen sowie bei Trockenhefen war die Ketosaure 
mit Kaliumacetat gepuffert. Unter diesen Bedingungen geht die 
carboxylatische Spaltung nicht rein vor sich, indem wenigstens 
nach Feststellungen fiir die Brenztraubensaure*® und Oxalessigsaure * 
der primar in Freiheit gesetzte Acetaldehyd teilweise sekundaren 
Umwandlungen, sei es durch Dismutation, seies infolge Acyloinbildung, 
unterliegen kann. Diese Stérung fallt fort bei Heranziehung der 
friiher ebenfalls als vergirbar erkannten Sulfit-komplexe der a-Keto- 
siuren. Bei ihnen wird durch Ablésung der Kohlensaure nicht freier 
Aldehyd, sondern die Aldehyd-sulfit-verbindung erzeugt, die in dem 
gepufferten Medium ziemlich bestandig ist und im Gegensatz zu dem 
labilen freien Aldehyd nur wenig weiyer verandert wird?®. 


1 ©. Neuberg und J. Kerb, diese Zeitschr. 47, 405 und 413, 1912. 

2 H. K. Sen, ebendaselbst 148, 195, 1923. 

3 J. Hirsch, diese Zeitschr. 131, 178, 1922; C. Neuberg und A. v. May, 
ebendaselbst 140, 299, 1923. 

* C. Neuberg und G.Gorr, Ergebn. d. Physiologie 24, 191, 1925. 

5 Genaueres bei C. Neuberg, ,,Carboxylase** in Oppenheimer-Pincussen, 
Fermente III, Methodik, 1928, 8S. 1317. 
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Strukturchemische Spezifitat der Carboxylase. ii. 


Bei beiden Versuchsanordnungen und bei simtlichen Hefen und 
Hefenpraparaten blieb, wie bereits angegeben worden ist, die Tri- 
methyl-brenztraubensiure unzerlegt. Offenbar bedeutet die Gegen- 
wart des tertiiér gebundenen Kohlenstoffatoms in der Tri-methyl- 
brenztraubensaure (== Tertiar-butyl-glyoxylsaure) ein Hindernis fiir 
die enzymatische AbstoBung des Kohlendioxyds; denn ihre Isomeren 


‘ 


CH, 
Methyl-athyl-brenztraubensaure, Cc H. CH.CO.COOH,! und nor- 


2 ft; 
male a-Keto-capronsiure, CH,.CH,.CH,.CH,.CO.COOH,?* sind 
vergirbar. Die Resistenz der Tri-methyl-brenztraubensaure beruht also 
nicht auf der Zahl der im Molekiil vorhandenen Kohlenstoffatome, 
sondern auf strukturchemischen Besonderheiten, vermutlich auf dem 
Unvermigen, ein Enolat zu bilden. Auch Toxizitét der Tri-methyl- 
brenztraubensiure kommt nicht in Betracht; denn mit der von uns 
wiederholt angewandten Methodik*® laBt sich hier ebenfalls zeigen, 
daB die mit gepuffertem Tri-methyl-pyruvinat 36 bis 48 Stunden in 
Beriihrung gewesene und dann auf der Zentrifuge mit Leitungswasser 
oder physiologischer Kochsalzlésung mehrmals ausgewaschene Hefe 
lebte und Glucose sogar auffallend gut vergor. 

Die Carboxylase besitzt einen weit ausgedehnteren Wirkungskreis 
als etwa die Zymase, indem sie z. B. von der C,- bis zur Cy-Reihe 
gleicherweise und ohne Riicksicht auf Geradlinigkeit oder Verzweigung 
der Kohlenstoffkette tatig ist. Trotz ihrer einfachen Funktion treten 
fiir die Carboxylase, die man formal den Oxydoredukasen angliedern 
kann‘, innerhalb jenes Bereiches, wie wir jetzt sehen, deutliche Fille 
verschiedenartiger Spezifitaéten zutage. Die Belege hierfiir lassen sich 
vermehren. Das sei hervorgehoben im Hinblick auf die riickschritt- 
lichen Versuche zur Einschrankung des Begriffs Spezifitat®, die sich 
in Wahrheit als immer feiner herausstellt. 

Bei der eindeutigen Unangreifbarkeit der Trimethyl- brenz- 
traubensiure durch Hefencarboxylase eriibrigt sich eine detaillierte 
Wiedergabe der Versuche. Innerhalb 24 bis 48 Stunden war in keinem 
Falle eine Decarboxylierung der Tri-methyl-brenztraubensaure zu 
erkennen, wahrend die carboxylatische Spaltung der gewohnlichen 
Brenztraubensiure mit, allen unseren Enzympraparaten in dieser 
Zeit den typischen Verlauf genommen hatte. 

1 ©. Neuberg und W. H. Peterson, 1. c¢. 

2 H. K. Sen, diese Zeitschr. 140, 447, 1923. 


3 C. Neuberg, ebendaselbst 71, 73, 1915; C. Newberg und E. Simon, 
ebendaselbst 187, 227, 1927. 

4 ©. Neuberg und C. Oppenheimer, diese Zeitschr. 166, 451, 1925; 
C. Oppenheimer und R. Kuhn, Die Fermente 1, 23, 1925. 

5 Siehe hierzu C. Neuberg, H. 157, 299, 1926; C. Neuberg und M. Kobe, 


Naturwissenschaften 16, 392, 1928; K. Myrbdck, H. 177, 158, 1928. 
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C. Neuberg u. F. Weinmann: Strukturchemische Spezifitat usw. 


In verschiedenen Jahren war das Ergebnis das gleiche, so dab 


Veranderungen der Hefenfermente keine Rolle spielen. 


Substrate und Versuchsanordnungen. 


Zur Gewinnung reiner Brenztraubensdure wurde das kaufliche Produkt 
in vacuo fraktioniert, bis es innerhalb eines Grades iiberging. 

Tri-methyl-brenztraubensdure wurde nach den Angaben von C. Gliicks- 
mann durch Oxydation von Pinakolin dargestelit; nach Umkristallisieren 
aus Ather war die Substanz vollig rein. 

Zu den Versuchen wurden 
bereitet und mit 
die sich 


Lésungen beider Saéuren ganz frisch 
ihnen die Garansaétze in den Anordnungen? angestellt, 
nach den letzten Erfahrungen am besten bewiahrt haben. 


' C. Gliicksmann, M. 10, 771, 1889. 


2 ©. Neuberg und E. Reinfurth, B. 58, 1051, 1920; C. Newberg und 
A. v. May, diese Zeitschr. 140, 311, 1923: C. Newhe rq, diese Zeitschr. 152. 
203, 1924. 
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Berichtigung. 


In der Mitteilung Br. Jirgensons, ..Die Koagulation stark solva- 
tisierter Sole mit organischen Stoffen und Salzen. I (diese Zeitschr. 
195, 134, 1928), S. 137, 14. Zeile von oben muB es statt 0,033 Mol 
0.0033 Mol heiBen. 

In der Berichtigung desselben Verfassers 195, 238, muS statt 
durch die Zerstreuung kurzwelliger Strahlen® stehen .,auch durch die 
Zerstreuung kurzwelliger Strahlen’ 

In der Mitteilung .,.Reversible Umwandlungen des Kathamo- 
globins’ 198, 206, 12. Zeile von unten muB statt 630 uu stehen 530 my. 
S. 207, 17. Zeile von unten lies statt Methylmethan Methylurethan 
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